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mikrokapsul; peti stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina iz razbitih mikrokapsul 
alginata. Kot strjevalni pufer smo uporabili raztopino 0,1 M CaCl2, pH vrednost 
strjevalnega pufra pa umerili na 7,0. Za kapsulacijo smo uporabili 1,5 % raztopino 
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kapsulacijskem pufru; tretji stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina po prvem 
spiranju alginatnih mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost tripsina po drugem 
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mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost tripsina po drugem spiranju alginatnih 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Alg alginat 
Asn asparagin 
Asp aspartat 
Da Dalton 
EDTA etilediamintetraocetna kislina 
G guluronat 
GUV orjaški (gigantski) unilamelarni vezikli 
HEPES (4-(2-hidroskietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
His histidin 
λ valovna dolţina 
LUV veliki unilamelarni vezikli 
Lys lizin 
M manuronat 
MLV multilamelarni vezikli 
Pa Paskal 
Ser serin 
siRNA majhna interferenčna RNA 
SUV majhni unilamelarni vezikli 
TCA triklorocetna kislina 
Try tripsin 
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1 UVOD 
 
Encimi so biološke molekule, naravni katalizatorji, ki pospešujejo nešteto kemijskih in 
biokemijskih reakcij. Prisotni so v vseh ţivih organizmih, tako ţivalih in rastlinah kot 
mikroorganizmih.  
 
Zaradi enostavne proizvodnje, specifičnosti do substrata, popolne biorazgradljivosti in 
blagih pogojev, pod katerimi vršijo katalitske reakcije, so encimi postali nepogrešljiva 
sestavina industrijske proizvodnje v majhnih in velikih obsegih. Visoka aktivnost, 
selektivnost in specifičnost omogočajo izvedbo tudi najbolj kompleksnih kemijskih in 
biokemijskih procesov (Mateo in sod., 2007). Zaradi blagih pogojev delovanja, je mogoče 
sintezo produktov izvesti po postopku, ki bistveno manj vpliva na okolje, saj zmanjšajo 
potreben vnos energije in količino porabljenih kemikalij (Datta in sod., 2012; Homaei in 
sod., 2013).  
 
Dandanes se encimi uporabljajo v številnih proizvodnih postopkih, bodisi neposredno 
bodisi posredno. V ţivilski industriji se uporabljajo pri proizvodnji alkoholnih in 
brezalkoholnih pijač, kot so pivo, vino, sadni in zelenjavni sokovi, prav tako pa se 
uporabljajo pri proizvodnji mlečnih in pekovskih izdelkov. Vse bolj prisotni so tudi na 
področju čiščenja odpadnih voda, brozg in razgradnje komunalnih odpadkov. Omogočajo 
proizvodnjo etanola in drugih biogoriv, poleg tega pa se njihova uporaba povečuje tudi pri 
proizvodnji detergentov. Encimi so zaradi visoke specifičnosti nepogrešljivi tudi pri 
pripravi biosenzorjev, daleč najpomembnejši pa so na področju zdravilnih učinkovin, kjer 
sodelujejo v procesu proizvodnje ali pa sami predstavljajo zdravilno učinkovino (Homaei 
in sod., 2013). 
 
Kljub številnim prednostim, ki jih ponuja njihova uporaba, pa imajo encimi določene 
omejitve. Na njihovo aktivnost vplivajo številni dejavniki, na primer pH in temperatura. 
Prav tako izziv predstavlja obstojnost skozi čas in posledična izguba aktivnosti, kot tudi 
zahtevna izolacija iz reakcijskih mešanic in ponovna uporaba. Uporaba encimov lahko tudi 
precej podraţi proizvodni postopek, zaradi česar je lahko ogroţena sama ekonomika 
proizvodnega postopka (Mateo in sod., 2007). Kljub naštetim omejitvam pa se uporaba 
encimov nenehno povečuje (Homaei in sod., 2013). 
 
Imobilizacija encimov ponuja moţnost za podaljšanje njihove obstojnosti, zaščito pred 
vplivi temperature in pH, enostavnejšo izolacijo iz reakcijskih mešanic, ter ponovno 
uporabo encimov v proizvodnem postopku. Pri tem lahko uporabimo različne metode, ki se 
v grobem delijo na: (i) vezava encima na nosilec (fizična, kovalentna ali ionska vezava), 
(ii) kapsulacija encima v polimerni matriks (npr. organski polimer ali silika gel) in (iii) 
navzkriţno povezovanje encimov brez nosilca (kjer ločimo bodisi navzkriţno povezane 
encimske kristale bodisi agregate). Vsaka izmed metod ima svoje prednosti in slabosti, 
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odločitev za uporabo katere od njih pa je odvisna predvsem od področja uporabe encima. 
Pogosto je teţko kritično primerjati posamezne metode imobilizacije, saj večina 
raziskovalcev primerja aktivnost prostega encima in imobiliziranega encima, 
pripravljenega po točno določeni metodi, ne pa tudi različnih metod imobilizacije 
(Sheldon, 2007). 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Z raziskovalnim delom smo v prvi fazi poskusov ovrednotili temperaturno in pH stabilnost 
proteolitičnega encima tripsina v različnih časovnih obdobjih. V ta namen smo izvedli 
azokazeinski test, na podlagi barvnega produkta encimske reakcije pa spektrofotometrično 
določili aktivnost posameznih vzorcev. Na podlagi dobljenih rezultatov smo izbrali 
kombinacije pogojev, pri katerih bi s kapsulacijo tripsina lahko dosegli najvišjo 
stabilizacijo le-tega v primerjavi s prostim tripsinom. Za kapsulacijo tripsina smo izbrali 
dva pogosto uporabljana biorazgradljiva nosilca, kot sta alginat in lipidi. Določili smo 
kapsulacijsko učinkovitost posamezne metode kapsulacije ter s primerjavo aktivnosti 
kapsuliranega in prostega tripsina preučili, ali kapsulacija tripsina predstavlja učinkovito 
metodo podaljšanja stabilnosti tripsina na različne kombinacije pH in temperature. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Predpostavljamo, da bomo tripsin kapsulirali z vsaj 50 % učinkovitostjo. 
 
 Predpostavljamo, da bomo s kapsulacijskimi tehnikami tripsinu znatno podaljšali 
obstojnost na temperaturo in pH. 
 
 Predpostavljamo, da kapsulacija ne bo bistveno zniţala encimske aktivnosti. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PROTEOLITIČNI ENCIMI 
 
Proteolitični encimi (imenovani tudi proteaze, peptidaze ali proteinaze) so encimi, ki 
katalizirajo proteolizo, t. j. razgrajevanje proteinov s hidrolizo peptidnih vezi. Sodelujejo v 
številnih procesih v organizmu, med drugim pri metabolizmu proteinov, razvoju 
organizma, strjevanju krvi, vnetnih procesih, imunskem odzivu ter celični proliferaciji in 
smrti. V sesalskih genomih predstavljajo geni, ki kodirajo proteaze okoli 2 % celotnega 
genoma (Turk, 2006). 
 
Proteaze so bile sistematično razvrščene leta 1993. Takrat so bile glede na evolucijski 
razvoj razdeljene v 84 druţin ter glede na 4 katalitske tipe, in sicer serinske, cisteinske, 
aspartatske in metaloproteaze (Rawlings in Barrett, 1993). Kasneje so bili opisani še trije 
katalitski tipi proteaz, in sicer leta 1997 treoninske, leta 2004 glutamatske in leta 2010 
asparaginske proteaze (Oda, 2012).  
 
Glede na mesto cepitve proteinskih substratov ločimo proteaze na aminopeptidaze (cepijo 
peptidne vezi na N-terminalni strani) ali karboksipeptidaze (cepijo peptidne vezi na C-
terminalni strani), oziroma endopeptidaze (cepijo peptidne vezi na sredini molekule) (Turk, 
2006). 
 
2.1.1 Uporaba proteolitičnih encimov 
 
Proteolitični encimi so zaradi svojih nepogrešljivih lastnosti našli uporabo v številnih 
industrijskih panogah. Uporabljajo se v ţivilski industriji, in sicer za koagulacijo mleka in 
mehčanje mesa, kot tudi v pripravi detergentov, usnjarski industriji, vse bolj pa postajajo 
pomembni tudi kot zdravilne učinkovine v farmacevtski industriji (Li in sod., 2013). 
Alkalne proteaze bakterijskega izvora je mogoče uporabiti kot okolju prijazno alternativo 
odstranjevanju dlak iz ţivalskih koţ v usnjarski industriji, saj lahko nadomesti klasično 
metodo odstranjevanja dlak z apnom in sulfidi (Sivasubramanian in sod., 2008; 
Dayanandan in sod., 2003). V ţivilski industriji je proteaze moč s pridom izkoristiti na 
področju spreminjanja funkcionalnih lastnosti ţivil (topnost, ţeliranje, emulgiranje in 
penjenje), za zmanjšanje alergenosti proteinskih sestavin ţivil, ohranitvi okusa in 
odstranjevanju neprijetnega okusa, kot je grenko ter v proizvodnji sira, kjer se za 
koagulacijo mlečnih proteinov uporablja telečji renin, katerega glavni komponenti sta 
proteazi kimozin in pepsin (Tavano, 2013).  Daleč največji industrijski porabnik ne le 
proteaz, ampak tudi drugih encimov (lipaze, celulaze in α-amilaze) pa je proizvodnja 
detergentov za pranje perila in posode. Kot najbolj primerni za to funkcijo so proteolitični 
encimi, ki delujejo v izrazito alkalnih pogojih (zaradi alkalne narave detergentov), kar jim 
omogoča razgradnjo proteinskih madeţev, kot so kri, keratin in mlečni madeţi. Tipični 
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predstavniki proteaz, ki se uporabljajo za ta namen, so subtilizin in druge alkalne proteaze, 
ki spadajo v druţino subtilaz A. Proizvajajo jih alkalofilne bakterije iz rodu Bacillus, npr. 
B. lichenformis in B. clausii (Saeki in sod., 2007). 
 
Posebej pomembno področje uporabe proteolitičnih encimov predstavlja njihova uporaba v 
medicini. Do leta 2011 je Uprava ZDA za hrano in zdravila (FDA) odobrila 12 terapij, ki 
vključujejo proteolitične encime. Kolagenaza se uporablja pri odstranjevanju odmrlega oz. 
poškodovanega tkiva, kar omogoča hitrejše celjenje ran. Za zdravljenje mišičnih krčev in 
estetsko zmanjšanje gub se uporabljata toksina botulin A in B. Aktivirani protein C zaradi 
svojih protivnetnih in anti-apoptotskih lastnosti predstavlja nepogrešljivo učinkovino pri 
zdravljenju sepse, ki se pojavi ob izrazito hudih infekcijah. Prav tako pomemben je 
trombin, ki povzroči pretvorbo fibrinogena v fibrin, aktivira pa tudi faktor VIII in faktor V 
in s tem omogoča strjevanje krvi, zaradi česar je posebej primeren za zdravljenje hujših 
poškodb. Obratno funkcijo trombina pa ima urokinaza, ki se zaradi trombolitične 
aktivnosti uporablja za razgrajevanje krvnih strdkov v krvnih ţilah intravenoznih katetrih. 
Enako funkcijo ima tkivni aktivator plazminogena t-PA, ki razgradi plazminogen v 
njegovo aktivno obliko plazmin. Slednji razgradi fibrinsko mreţo krvnih strdkov, zaradi 
česar se t-PA uporablja pri srčnem infarktu in kapi, akutnem miokardnem infarktu, globoki 
venski trombozi, ishemiji in pljučni emboliji. Faktorja IX in VIIa pa se uporabljata pri 
zdravljenju hemofilije (fakor IX pri hemofiliji B, faktor VIIa pa za zdravljenje pacientov s 
hemofilijo, kateri so razvili nevtralizirajoča protitelesa proti faktorju VIII ali IX (Craik in 
sod., 2011). 
 
2.1.2 Tripsin 
 
Tripsin je proteolitični encim, ki spada v skupino serinskih proteaz in je z vidika raziskav 
eden najbolj preučevanih encimov sploh. Po klasifikaciji Komisije za encime (EC) ima 
določeno številko 3.4.21.4 (Rosa in sod., 2017). Prvi ga je leta 1876  poimenoval Kühne, ki 
je tudi opisal njegovo proteolitično aktivnost, leta 1931 pa je bil s kristalizacijo tudi prvič 
očiščen (Northrop in Kunitz, 1932). 
 
2.1.2.1 Strukturne lastnosti tripsina 
 
Molekulska masa tripsina je okoli 24 kDa, polipeptidna veriga pa je sestavljena iz 223 
aminokislinskih ostankov. Tripsinogen, prekurzor tripsina, se v le-tega pretvori z 
odcepitvijo N-terminalnega heksapeptida. Tako nastali enoveriţni polipeptid se imenuje β-
tripsin, ki je najbolj preučevana izoforma tripsina. Nadaljnja hidroliza peptidne vezi med 
Lys-131 in Ser-132 vodi do nastanka α-tripsina, ki sestoji iz dveh polipeptidnih verig, 
povezanih z disulfidnimi mostički. V komercialno dostopnih pripravkih tripsina pa je v 
majhnih količinah prisoten tudi ψ-tripsin, katerega vir nastanka je hidroliza peptidne vezi 
med Lys-176 in Asn-177. Slednji sestoji iz treh polipeptidnih verig, povezanih z 
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disulfidnimi mostički (Santos in sod., 2008). Pri odcepitvi N-terminalnega heksapeptida 
pomembno vlogo igra kalcij, saj njegova prisotnost pospeši pretvorbo tripsinogena v 
tripsin (McDonald in Kunitz, 1941). Kalcijevi ioni pa ne igrajo vloge le pri pretvorbi 
tripsinogena v tripsin, temveč zaustavijo avtokatatalitično delovanje tripsina, hkrati pa 
povzročijo majhno povečanje njegove proteolitične aktivnosti, in sicer za 25 % pri 
koncentraciji Ca
2+
 ionov 0,01 M (Green in Neurath, 1953; Sipos in Merkel, 1970).  
 
V začetku 70. let prejšnjega stoletja je bila določena tridimenzionalna struktura tripsina 
(Stroud in sod., 1974). Na njeni podlagi je bila osnovana druţina serinskih proteaz S1, 
kamor spada tudi tripsin. Za tripsin je izrazito značilna struktura dveh beta sodčkov, katera 
sestavlja šest beta trakov. Ta struktura je dodatno stabilizirana s šestimi disulfidnimi 
mostički, ki omogočajo preţivetje encima v izrazito reducirajočem okolju prebavnega 
trakta. Na stiku beta sodčkov se nahajajo katalitski ostanki, ki skupaj tvorijo katalitsko 
triado. His-57, Asp-102 in Ser-195 so ostanki, ki tvorijo katalitsko triado, njihovo 
številčenje pa sledi številčenju ostankov pri kimotripsinu (Vandermarliere in sod., 2013). 
Katalitsko triado Ser/His/Asp poleg tripsina vsebujejo tudi druge serinske proteaze 
(kimotripsin, elastaza in subtilizin); pri tem serin predstavlja nukleofil, histidin splošno 
bazo in kislino, aspartat pa ima vlogo usmerjanja histidina in nevtralizacijo naboja, ki se 
pojavi na histidinu med prehodnimi stanji (Ekici in sod., 2008). 
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Slika 1: Tridimenzionalna struktura tripsina. Na sliki je moč videti dva beta sodčka, ki predstavljata 
strukturna elementa tripsina. Predstavljena je tudi katalitska triada, ki vrši cepitev peptidne vezi 
(Vandermarliere in sod., 2013). 
 
2.1.2.2 Reakcijski mehanizem in biološka funkcija tripsina 
 
Kot ţe omenjeno, spada tripsin v skupino serinskih proteaz, ki so svoje ime dobile po 
nukleofilnem serinu, ki predstavlja del aktivnega mesta tripsina. Prav tako smo v grobem 
predstavili vlogo posameznih ostankov v reakcijskem mehanizmu tripsina. 
 
Tako tripsin kot tudi druge serinske proteaze hidrolizirajo peptidno vez v dveh korakih. V 
prvem koraku pride do nastanka kovalentnega acil-encim intermediata ter sprostitve N-
terminalnega fragmenta hidrolizirane peptidne vezi. Do tega pride, ko nukleofilni serin 
napade za cepitev občutljivo vez tako, da odda proton histidinu, v katerem ima 
odgovarjajoči dušikov atom povečano elektronegativnost zaradi vodikovega mostička, 
vzpostavljenega s strani aspartata. Temu koraku sledi vrnitev protona s histidina nazaj na 
serin. Rezultat tega je prekinitev peptidne vezi in sprostitev C-terminalnega 
aminokislinskega ostanka peptidne vezi tripsina za naslednji cikel reakcij. Opisani 
reakcijski mehanizem je poznan tudi kot mehanizem naboj-prenos (ang. 'charge-relay'), ki 
so ga leta 1969 predlagali Blow, Birktoft in Hartley (Vandermarliere in sod., 2013). 
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Za tripsin je značilna izrazita specifičnost do substrata; peptidno vez namreč cepi na 
karboksi-terminalni (oz. C-terminalni) strani, in sicer za argininom ali lizinom. Do te 
cepitve ne pride, če slednjima sledi prolin. Prisotnost C-terminalnega bazičnega ostanka 
poveča ionizacijo, zaradi teh lastnosti pa je tripsin nepogrešljiv zlasti za razgradnjo 
proteinov pri masni spektrometriji z visoko specifičnostjo do substrata (Olsen in sod., 
2004; Vandermarliere in sod., 2013). 
 
Proteolitična funkcija tripsina je pomembna pri aktivaciji cimogenov, ki sodelujejo pri 
prebavi, oploditvi, strjevanju krvi in številnih drugih procesih (Rosa in sod., 2017). 
 
2.1.2.3 Uporaba tripsina 
 
Tripsin se zaradi svojih katalitskih lastnosti uporablja v številnih panogah. Poleg ţe 
omenjene razgradnje proteinov za uporabo pri masni spektrometriji, se uporablja tudi za 
hidrolizo sirotkinih proteinov, s čimer je mogoče izboljšati njihove fizikalno-kemijske 
lastnosti, kot so izboljšana termostabilnost, sprememba v topnosti, penjenju in stabilnosti 
pene, kot tudi sprememba v funkcionalnosti proteinov (Rocha in sod., 2011). 
 
Tripsin se uporablja tudi v pripravi celičnih in tkivnih kultur. Še posebej se uporablja za 
odlepljanje adherentnih celic z dna gojitvenih posodic, pri čemer se običajno uporablja v 
kombinaciji z etilendiamintetraocetno kislino (EDTA); EDTA brez dodatka tripsina je pri 
odlepljanju celic bistveno manj učinkovita (Fong in sod., 2017). Odlepljanje adhenetnih 
celic je posebej pomembno, kadar pride do konfluence (preraščenosti) gojitvenih posodic. 
Celice se v tem primeru prenehajo deliti in pričnejo odmirati. V tem primeru je celice 
potrebno odstraniti z dna gojitvene posodice, za kar se preteţno uporablja raztopina tripsin-
EDTA, nato pa se jih subkultivira v novi gojitveni posodici s sveţim gojiščem 
(Ammerman in sod., 2008). Tripsin se pri tkivnih kulturah uporablja tudi za izolacijo celic 
iz različnih tkiv, kot na primer pljuča, srce in druga tkiva. Tipično se vzorec tkiva najprej 
mehansko obdela z maceracijo, temu pa sledi še razgradnja z encimi, na primer s 
kombinacijo tripsina in kolagenaze (Marelli-Berg in sod., 2000). 
 
2.2 ALGINAT 
 
Alginat je anionski, polisaharidni biopolimer, katerega glavni vir pridobivanja 
predstavljajo rjave alge, predvsem vrste Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera, 
Laminaria digitata, Laminaria hyperborea in Laminaria japonica. Zaradi nizke cene, 
majhne toksičnosti, biokompatibilnosti in sposobnosti tvorbe gelov ob dodatku 
dvovalentnih kationov (npr. Ca
2+
) se uporablja v številnih raziskavah in aplikacijah v 
inţenirstvu in biomedicini (Lee in Mooney, 2012). 
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2.2.1 Struktura alginata 
 
Strukturno je alginat linearni kopolimer, ki je sestavljen iz dveh monomerov, in sicer D-
manuronata in L-guluronata. Prvotno je veljalo, da poglavitni sestavni element alginata 
predstavlja D-manuronat, Fischer in Dörfel pa sta s hidrolizo alginata ugotovila, da le-ta 
sestoji tudi iz L-guluronata (Haug, 1959). Posamezne monomerne enote se pojavljajo kot 
ponavljajoči motivi, sestavljeni zgolj iz guluronata (t.i. G bloki) (GGGG) ali manuronata 
(M bloki) (MMMM), ali kot izmenjujoči M in G bloki (MGMGMG). Pri tem je razmerje 
posameznih monomernih enot in razporeditev le-teh odvisno predvsem od naravnega vira 
alginata oziroma od vrste alge, iz katerega je alginat izoliran (Haug, 1959; Remminghorst 
in Rehm, 2006). Posamezne enote β-D-manuronata in njegovega C5 epimera α-L-
guluronata so med seboj povezane z β-1,4 glikozidno vezjo (Remminghorst in Rehm, 
2006). 
 
 
Slika 2: Strukturni formuli D-manuronata (M) in D-guluronata (G), monomerov, ki sestavljata alginat. V 
spodnji vrstici sta predstavljeni formuli homodimerov D-manuronata (M-M) in L-guluronata (G-G) 
(Remminghorst in Rehm, 2006). 
 
Pseudomonas in Azotobacter sta edina poznana bakterijska rodova, ki proizvajata alginat. 
Medtem ko ima alginat pri algah predvsem strukturno in oporno funkcijo, pa je njegova 
vloga v bakterijah drugačna in bolj raznolika. Nekateri sevi Pseudomonas aeruginosa, 
enega najbolje okarakteriziranih človeških patogenov, proizvajajo izdatne količine 
alginata, kar vodi v razvoj značilnega mukoidnega fenotipa in je povezan z nastankom 
biofilmov. Okuţbe dihalnega trakta s P. aeruginosa povzroča visoko smrtnost pri pacientih 
s cistično fibrozo.  Bakterije rodu Azotobacter proizvajajo trše alginatne gele z višjo 
vsebnostjo G blokov, ki ostane tesno povezan z bakterijskimi celicami in omogoča 
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nastanek cist, odpornih na izsušitev. Genska modifikacija teh bakterijskih sevov 
predstavlja potencial za proizvodnjo strukturno bolje definiraih alginatov s specifičnimi 
lastnostmi, zahtevanimi glede na področje uporabe (Remminghorst in Rehm, 2006; Hay in 
sod., 2013).  
 
Pridobivanje alginata iz rjavih alg poteka v več korakih. Najprej se rastlinski material 
obdela z raztopino baze, v kateri se raztopi alginska kislina. Pri tem nastane sol alginske 
kisline, le-ta pa se ponovno sprosti ob dodatku mineralne (anorganske) kisline. Tako 
nastalo alginsko kislino je nato mogoče pretvoriti v alginat, pri čemer poglavitno 
uporabljeno metodo predstavlja pretvorba v natrijev alginat (Tønnesen in Karlsen, 2002). 
 
2.2.2 Nastanek alginatnega gela 
 
Alginatni geli se iz alginske kisline tvorijo po enem izmed dveh moţnih načinov. 
 
Kislinski gel visoke viskoznosti nastane ob hidrataciji alginske kisline. Do nastanka gela 
pride zaradi pojava intramolekularnih vezi. Pri tem se molekule vode ujamejo v nastali 
alginatni matriks, znotraj katerega pa se lahko svobodno gibljejo, kar je še posebej 
pomembno pri uporabi alginata za imobilizacijo ali kapsulacijo celic (Tønnesen in Karlsen, 
2002). 
 
Poglavitna lastnost alginata je, da z enovalentnimi kovinskimi ioni (npr. Na
+
) tvori topne 
soli, pri reakciji z dvo- in multivalentnimi kationi (pri čemer izjemo predstavlja Mg2+), pa 
nastane t. i. ionotropni gel, kot posledica selektivne vezave ionov. Pri tem različni kationi 
izraţajo različno afiniteto do vezave z alginatom (Tønnesen in Karlsen, 2002). K nastanku 
gela prispevajo predvsem regije, bogate z guluronatom (GG), katerih struktura spominja na 
škatlo za jajca (Khazaeli in sod., 2008). 
 
Na fizikalne lastnosti alginata in nastalih gelov vplivajo molekulska masa alginata (32000 
– 400000 Da), razmerje med manuronatom in guluronatom, zaporedje monomerov M in G 
ter dolţina G-blokov (Lee in Mooney, 2012). 
 
2.2.3 Uporaba alginata 
 
Zaradi nepogrešljivih lastnosti se danes alginat uporablja kot ţelirno in stabilizacijsko 
sredstvo v proizvodnji hrane, pijač, papirni in tiskarski industriji; uporabnost materiala 
postaja vse bolj obseţna tudi v farmacevtski industriji (Hay in sod., 2013). Pri slednji se 
uporablja kot sistem za dostavo nizkomolekularnih zdravilnih učinkovin, kot sistem za 
stabilizacijo in tarčno dostavo proteinov, kot preveze za zdravljenje akutnih in kroničnih 
ran, prav tako pa kot modelni sistem za biomedicinske študije sesalskih celičnih linij, vse 
bolj pa postaja prisoten tudi pri regeneraciji tkiv kot dostavni sistem za proteine in celice. 
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Na tem področju se veliko pozornosti posveča ţilnemu sistemu, kostnemu in hrustančnemu 
tkivu, kot tudi jetrom, trebušni slinavki, mišičnem in ţivčnem tkivu (Lee in Mooney, 
2012). 
 
2.3 LIPOSOMI 
 
Liposomi, poznani tudi pod izrazom (fosfo)lipidni vezikli, so definirani kot koloidni delci 
bodisi naravnega bodisi sintetičnega izvora. Prvič jih je sintetično pripravil Alec Bangham 
s svojo raziskovalno skupino v sredini 60. let prejšnjega stoletja, vse od njihove prve 
priprave pa so postali predmet številnih raziskav in aplikacij (Lasic, 1998; Allen in Cullis, 
2013). 
 
Liposome je mogoče pripraviti iz popolnoma naravnih, biorazgradljivih virov, kot so 
holesterol in diacilfosfatidilholin, katerega vir so jajca in soja. Izbrana vrsta lipida vpliva 
na strukturne lastnosti lipidnega dvosloja, kot npr. njegov naboj in njegovo fluidnost. 
Fosfatidilholini, ki vsebujejo nenasičene maščobne kisline, dajejo manj stabilne, bolj 
prepustne dvosloje, za primerjavo pa nasičen dipalmitoil fosfatidilholin tvori toge, 
razmeroma neprepustne dvosloje (Akbarzadeh in sod., 2013). Poleg ţe omenjenih lipidov 
je za pripravo liposomov mogoče uporabiti tudi druge lipide, kot so na primer 
fosfatidilserin, kardiolipin, stearilamin, fosfatidilglicerol. Za njihovo pripravo lahko 
uporabimo en tip lipida ali kombinacijo več različnih v različnih količinskih razmerjih, s 
čimer je moč doseči višjo učinkovitost ujetja učinkovine v liposome (Cullis in sod., 1989). 
 
2.3.1 Delitev liposomov 
 
Poznanih je več različnih vrst liposomov, ki se med seboj razlikujejo glede na velikost in 
število fosfolipidnih membran. Glede na število fosfolipidnih membran delimo liposome 
na unilamelarne (1 membrana) ali multilamelarne vezikle (2 ali več membran); 
unilamelarni vezikli se nadalje delijo na majhne unilamelarne vezikle (SUV) in velike 
unilamelarne vezikle (LUV) ter gigantske (orjaške) unilamelarne vezikle (GUV) 
(Akbarzadeh in sod., 2013; Bhatia in sod., 2015). Multilamelarni vezikli (MLV) imajo 
velikostni razpon vse od 0,1 µm pa do nekaj µm, orjaški od 1 do 100 µm, veliki 
unilamelarni vezikli od 0,1 do 0,25 µm, majhni unilamelarni vezikli pa imajo velikost pod 
0,1 µm (Sharma in Sharma, 1997; Pandey in sod., 2016). 
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Slika 3: Delitev liposomov glede na velikost in število fosfolipidnih membran. MLV – multilamelarni 
vezikli; LUV – veliki unilamelarni vezikli; SUV – majhni unilamelarni vezikli (Pandey in sod., 2016). 
 
2.3.2 Metode priprave liposomov 
 
Liposome je mogoče pripraviti po različnih postopkih, izbira postopka pa je v veliki meri 
odvisna od aplikacije ter prednosti in slabosti posamezne metode. Veliki večini metod 
priprave pa so skupni štirje koraki, in sicer odstranitev organskega topila in izsušitev 
lipidov, disperzija lipidov v vodnem mediju, čiščenje nastalih liposomov ter analiza 
končnega produkta. Uporaba organskih topil, kot so kloroform, eter ali metanol, pri tem 
predstavlja veliko teţavo, saj lahko vplivajo na kemijsko strukturo ujete učinkovine, hkrati 
pa ostanejo ujeti v končnem izdelku. Ti ostanki topil pa predstavljajo tveganje za zdravje, 
zato je nujna popolna odstranitev njihovih ostankov. Nekatere metode, kot npr. metoda 
segrevanja, imajo to prednost, da za pripravo liposomov ni potrebna uporaba organskih 
topil, s čimer se je moč izogniti njihovim toksičnim učinkom. Konkretno se pri metodi 
segrevanja uporablja glicerol, ki pa ni toksičen in ne predstavlja tveganja za zdravje  
(Mozafari, 2005). V osnovi se metode delijo na pasivne in aktivne oblike kapsulacije, kjer 
pasivna kapsulacija pomeni sočasno prisotnost lipidov in učinkovine v vodnem mediju ter 
posledično kapsulacijo učinkovine med nastankom liposomov; obratno pa aktivne metode 
predstavljajo tiste tehnike, pri katerih se učinkovino ujame v liposome po njihovem 
nastanku (Cullis in sod., 1989). 
 
Pasivne tehnike ujetja učinkovine v liposome so mehanska disperzija, disperzija v topilu in 
metode z odstranitvijo detergenta. Daleč najbolj uporabljana mehanska metoda je 
sonikacija (bodisi s sondo bodisi v kadi), druge mehanske metode pa vključujejo 
ekstruzijo, metodo z zamrzovanjem in tajanjem, hidracija lipidnega filma, mikro-
emulzifikacija in membranska ekstruzija. Etrska injekcija, etanolna injekcija in metoda 
evaporacije z reverzno fazo so primeri tehnik disperzije v topilu, dializa, gelska 
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permeacijska kromatografija in odstranjevanje micelov z detergentom pa metode 
odstranitve z detergentom (Akbarzadeh in sod., 2013). 
 
Pri aktivnem ujetju učinkovin v liposome se amfifilna šibka kislina ali baza ujame v vodno 
sredico prej predhodno nastalih liposomov. Prehod učinkovine skozi lipidno membrano je 
mogoč zaradi vzpostavitve kemijskega gradienta, bodisi pH ali amonijevega sulfata oz. 
kacijevega acetata. Aktivno ujetje učinkovin v liposome je bistveno učinkovitejše kot 
pasivne metode ujetja, saj omogoča dosego višjih razmerij učinkovina-lipidi ter podaljšano 
in vitro ter in vivo stabilnost. Z aktivnim ujetjem je mogoče doseči tudi do 100 % 
učinkovitost kapsulacije učinkovin (Tang in sod., 2016). 
 
2.3.3 Uporaba liposomov 
 
Vse od njihove prve priprave v laboratoriju obstaja veliko zanimanja za študije in uporabo 
liposomov. Sprva so se uporabljali za študije bioloških membran, na podlagi raziskav pa so 
ţe v 70. letih prejšnjega stoletja našli prve praktične primere uporabe, in sicer na področju 
dostave zdravilnih učinkovin. Poleg tega se liposomi uporabljajo na področju matematike 
in fizike kot sistem za študije topologije dvodimenzionalnih površin v tridimenzionalnem 
kontinuumu, na področju biofizike za raziskave lastnosti celičnih membran in kanalčkov, v 
kemiji na področju energijskih pretvorb ter katalize, biokemiji v raziskavah funkcije 
membranskih proteinov ter biologiji na področjih celičnih funkcij, medcelične signalizacije 
in prenosa genov. Zaradi njihovih koloidnih, površinskih in kapsulacijskih lastnosti pa se 
uporabljajo tudi industrijsko, predvsem na področju kozmetike v izdelkih za nego koţe in 
šamponih, v ţivilski industriji in za kapsulacijo zdravilnih učinkovin (Lasic, 1998). 
 
Veliko raziskav se dela področju kapsulacije različnih učinkovin v ţivilski industriji. Na 
tem področju se posveča pozornost kapsulaciji prehranskih dopolnil, na primer resveratrolu 
(Balanč in sod., 2015) zaradi njegovih izjemnih antioksidativnih lastnosti, in omega-3 
maščobnim kislinam zaradi njihovih protivnetnih lastnosti in pozitivnega učinka na krvni 
tlak ter delovanje srca in ţivčevja (Rasti in sod., 2012). Nekatera prehranska dopolnila so 
ţe dostopna na trgu, primeri teh pa so kapsuliran vitamin C, B kompleks, glutation, R-alfa 
lipoična kislina, acetil L-karnitin in nekateri drugi. Prodajalci kot glavno prednost 
prehranskih dopolnil, kapsuliranih v liposome, navajajo bistveno večjo biološko 
razpoloţljivost. 
 
Liposomi so se izjemno uveljavili tudi na področju kapsulacije zdravilnih učinkovin. 
Številni preparati imajo dovoljenje za uporabo, še večje število pa jih je v kliničnih fazah 
raziskav. Nekatere v liposome kapsulirane učinkovine, ki imajo dovoljenje za uporabo, so: 
doksorubicin za zdravljenje raka dojke in jajčnikov ter Kaposijevega sarkoma, amfotericin 
B za zdravljenje lišmanioze in aspergiloze, daunorubicin za zdravljenje Kaposijevega 
sarkoma, verteporfirin za zdravljenje mokre oblike degeneracije rumene pege, morfin 
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sulfat za lajšanje bolečin po operacijah, citozin arabinozid za zdravljenje limfomatoznega 
in neoplastičnega meningitisa, estrogen za hormonsko uravnavanje v menopavzi, propofol, 
ki se uporablja kot anestetik, ter vinkristin za zdravljenje akutne limfoblastne levkemije. V 
kliničnih fazah so poleg ţe navedenih učinkovin v drugih formulacijah in za druge 
indikacije tudi številne učinkovine za gensko terapijo, ki temeljijo na interferečni RNA 
(siRNA), uporabi protismiselnih oligonukleotidov in kapsuliranih protitumorskih 
učinkovinah (Allen in Cullis, 2013). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Seznam uporabljenih kemikalij 
 
Alginat (natrijeva sol) Sigma, ZDA 
Azokazein Sigma, ZDA 
Citronska kislina Itrij, Slovenija 
Etanol 96 % Sigma, Brazilija 
Glicin Merck, Nemčija 
HEPES Sigma, ZDA 
Kalcijev klorid dihidrat Panreac Quimica, Španija 
Klorovodikova kislina Sigma, ZDA 
Natrijev bikarbonat Merck, Nemčija 
Natrijev citrat dihidrat Kemika, Hrvaška 
Natrijev hidroksid Kemika, Hrvaška 
Phospholipon 90G® Lipoid GmbH, Nemčija 
Triklorocetna kislina Merck, Nemčija 
Tripsin Sigma, ZDA 
Tris (hidroksimetil) aminometan Merck, Nemčija 
Triton X-100 Sigma, ZDA 
 
3.1.2 Seznam uporabljenih pufrov 
 
 50 mM HEPES pufer pH 7,0 
 50 mM Tris-HCl + 1 mM CaCl2 pufer pH 8,0 
 50 mM citratni pufer pH 5,0 
 50 mM glicin-HCl pufer pH 3,0 
 50 mM glicin-NaOH pufer pH 9,0 
 10 mM HEPES pufer pH 7,0 
 10 mM glicin-HCl pufer pH 3,0 
 10 mM citratni pufer pH 5,0 
 10 mM glicin-NaOH pufer pH 9,0 
 50 mM Na2CO3/ 20 mM citratni pufer pH 6,8 
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3.1.3 Seznam uporabljenih aparatur 
 
 mikrokapsulator Büchi B-395 Pro 
 spektrofotometer Varian Cary Bio 100 
 fluorimeter Varian Cary Eclipse 
 spektrofotometer Tecan Safire II 
 centrifuga Hettich Rotanta 460R 
 vibracijski stresalnik Tehtnica Ţelezniki Vibromix 
 analitska tehtnica Mettler Toledo AT 201 
 pH meter Hanna Instruments HI 221 
 
 
Slika 4: Mikrokapsulator Büchi B-395 Pro. 
 
 
Slika 5: Spektrofotometer Tecan Safire 2. 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Azokazeinski test kot merilo proteazne aktivnosti 
 
Za določitev proteolitične aktivnosti vzorcev smo izvedli azokazeinski test. Azokazein je 
nespecifičen proteazni substrat, sestavljen iz kazeina, konjugiranega z azo barvilom. Ob 
hidrolizi kazeina se sprosti vezano barvilo, ki ga nato spektrofotometrično zaznamo pri 
valovni dolţini 440 nm (Charney in Tomarelli, 1947). 
 
Najprej smo pripravili 3 % raztopino azokazeina tako, da smo v čašo zatehtali 0,3 g 
azokazeina, zatem pa odpipetirali 10 mL 50 mM Tris-HCl + 1 mM CaCl2 pufra pH 8,0. 
Čašo z dodanim azokazeinom in pufrom smo nato pokrili z aluminijasto folijo ter postavili 
na magnetno mešalo in nastavili hitrost mešanja na 200 obr/min. Mešanje smo izvajali, 
dokler se azokazein ni popolnoma raztopil v pufru. 
 
Vse reagente in vzorce smo pred izvedbo testa ohladili na ledu. V posamezno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 125 µL 3 % raztopine azokazeina, 50 µL 50 mM Tris-
HCl + 1 mM CaCl2 pufra pH 8,0 ter 50 µL vzorca. Za negativno kontrolo smo namesto 
vzorca dodali 50 µL pufra, enakega tistemu, v katerem smo inkubirali vzorce encima. Vsak 
vzorec, kot tudi negativne kontrole smo pripravili v triplikatih. Mikrocentrifugirke smo 
nato prenesli v vodno kopel, termostatirano na 37 °C za 20 minut. Po zaključeni inkubaciji 
smo mikrocentrifugirke prenesli na led ter v vsako odpipetirali 60 µL 15 % raztopine TCA. 
S tem smo zaustavili encimsko reakcijo. Mikrocentrifugirke smo nato centrifugirali 10 
minut na 15000 g. Iz posamezne mikrocentrifugirke smo nato odpipetirali 200 µL 
supernatanta ter ga prenesli na mikrotitrsko ploščo. Odpipetiranim vzorcem smo nato 
dodali 58,1 µL 5 M raztopine NaOH in resuspendirali vsebino posamezne luknjice. 
Mikrotitrsko ploščo smo nato postavili v spektrofotometer Tecan ter izmerili absorbanco 
posameznih vzorcev pri valovni dolţini 440 nm. 
 
Najprej smo pripravili umeritveno krivuljo, s katero smo ugotovili območje linearne zveze 
med konc. encima in izmerjeno absorbanco. Pripravili smo redčitveno vrsto tripsina, ki 
smo ga raztopili v 50 mM Tris-HCl + 1 mM CaCl2 pufru pH 8,0. Test proteazne aktivnosti 
smo izvedli po postopku, opisanem v prejšnjem odstavku.  
 
V prvi fazi poskusa smo izvedli test stabilnosti prostega encima pri kombinacijah različnih 
pH vrednosti in temperature. Temperature, ki smo jih določili za inkubacijo vzorcev, so 
bile 4 °C, 25 °C in 37 °C, vrednosti pH pa pH 3,0, pH 5,0, pH 7,0 in pH 9,0. Vzorce smo 
pri temperaturi 4 °C inkubirali v hladilniku, pri temperaturi 25 °C na pultu v laboratoriju in 
pri 37 °C v termostatiranem bloku. Za vzpostavitev in vzdrţevanje določene pH vrednosti 
smo pripravili pufre z ustrezno pH vrednostjo, in sicer 50 mM glicin-HCl pufer pH 3,0, 50 
mM citratni pufer pH 5,0, 50 mM HEPES pufer pH 7,0 in 50 mM glicin-NaOH pufer pH 
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9,0. V 2 mL mikrocentrifugirke smo zatehtali po 1,5 mg tripsina ter ga raztopili v 1,5 mL 
pufra z ustrezno vrednostjo pH do koncentracije tripsina 1 mg/mL. Tako pripravljene 
mikrocentrifugirke smo inkubirali na izbranih temperaturah do izvedbe azokazeinskega 
testa. Encimsko aktivnost smo spremljali v različnih časovnih obdobjih, in sicer po 2 urah 
(dan 0), 1 dnevu, 2 dneh, 3 dneh, 4 dneh, 7 dneh, 15 dneh in 30 dneh inkubacije pri danih 
kombinacijah T in pH. 
 
Specifično za vzorce, dobljene pri kapsulaciji tripsina v alginat, smo azokazeinski test 
izvedli tako, da smo po centrifugiranju mikrocentrifugirk 10 minut na 15000 g, odpipetirali 
240 µL supernatanta ter ga namesto na mikrotitrsko ploščo prenesli v novo 
mikrocentrifugirko. Po dodatku 69,7 µL 5 M raztopine NaOH smo mikrocentrifugirke 
ponovno centrifugirali 10 minut na 15000 g. Iz vsake mikrocentrifugirke smo nato 
odpipetirali 258,1 µL supernatanta ter ga prenesli na mikrotitrsko ploščo. Meritev 
absorbance smo izvedli po enakem postopku kot v 3. odstavku. 
 
Za vzorce, dobljene pri kapsulaciji tripsina v liposome, smo test encimske aktivnosti 
izvedli tako, da smo 100 µL vzorca dodali 100 µL 50 mM Tris-HCl + 1 mM CaCl2 + 100 
mM Triton X-100 pufra. Z dodatkom detergenta smo dosegli razbitje liposomov in 
sprostitev tripsina, s čimer je ta postal dostopen za reakcijo z azokazeinom. Sledeči koraki 
testa so enaki tistim, opisanim v 3. odstavku. 
 
Iz tako dobljenih podatkov smo najprej izračunali povprečne vrednosti absorbance za 
posamezne vzorce, tako da smo izračunali aritmetično sredino treh ponovitev za vsak 
vzorec. Od tako dobljenih vrednosti smo nato odšteli povprečne vrednosti absorbanc 
negativnih kontrol, odgovarjajočih posameznim vzorcem. 
 
3.2.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Za dokaz obstoja interakcije med alginatom in tripsinom smo si pomagali s fluorescenčno 
emisijsko spektrometrijo. V ta namen smo uporabili fluorimeter Varian Cary Eclipse. 
Vzbujanje vzorcev smo izvajali pri valovni dolţini 280 nm, pomerili pa smo emisijski 
spekter med 300 - 500 nm. Fluorescenčne emisijske spektre smo beleţili s hitrostjo 30 
nm/min. S tem smo dosegli najbolj natančne meritve. Napetost na fotopomnoţevalki smo 
nastavili na 650 V, termostatiran blok pa nastavili na temperaturo 25 °C. Pripravili smo 
raztopino encima s konc. 0,1 mg/mL v 10 mM HEPES pufru pH 7,0, odpipetirali 400 µL 
raztopine encima v kvarčno kiveto, le-to pa nato titrirali z dodatkom 0,5 % raztopine 
alginata po 5 µL do skupnega volumna 125 µL dodanega 0,5 % alginata. Kot kontrole smo 
uporabili raztopino 10 mM HEPES pufra pH 7,0, 0,5 % raztopino alginata ter raztopino 
encima brez dodatka alginata. 
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Na podlagi dobljenih meritev smo poiskali posamezne absorpcijske maksimume vzorcev 
tripsina brez dodanega alginata in po vsakem dodatku 5 µL 0,5 % raztopine alginata. 
Valovne dolţine, pri katerih smo izmerili emisijski maksimum, smo predstavili grafično, iz 
dobljenega grafa pa odčitali dve točki, po eno v vsaki 'plato' fazi grafa. Iz podatkov o 
volumnih in koncentracijah tripsina in alginata smo nato izračunali razmerje alginat/tripsin 
v obeh izbranih točkah. Ker nismo poznali molekulske mase polimera uporabljenega 
alginata, smo razmerje izračunali glede na molekulsko maso monomerne enote alginata. 
 
S podatki, dobljenimi v 2. odstavku smo nato ponovili meritve fluorescence vzorcev pred 
in po dodatku raztopine kalcijevega klorida CaCl2. V ta namen smo pripravili 1 M 
raztopino CaCl2 v miliQ vodi, raztopino tripsina s konc. 0,1 mg/mL v 10 mM HEPES 
pufru pH 7,0 in 0,5 % raztopino alginata v miliQ vodi. Nato smo v posamezne 
mikrocentrifugirke odpipetirali po 1 mL pripravljene raztopine tripsina in dodali izračunan 
volumen 0,5 % raztopine alginata do izračunanih razmerij alginat/tripsin. Kot kontrolo smo 
uporabili vzorec tripsina brez dodatka alginata. V posamezno kiveto smo odpipetirali po 
400 µL vzorca tripsina brez in z dodatkom alginata ter pomerili fluorescenco posameznega 
vzorca. Nato smo v sveţe mikrocentrifugirke odpipetirali po 400 µL predhodno 
pripravljenih vzorcev tripsina brez dodatka alginata in z dodatkom le-tega. K 
posameznemu vzorcu smo dodali 100 µL 1 M raztopine CaCl2 ter vsebine 
mikrocentrifugirk resuspendirali. Mikrocentrifugirke smo prenesli v centrifugo ter 
centrifugirali 10 minut na 10000 g. Po zaključenem centrifugiranju smo v posamezne 
kivete prenesli po 400 µL supernatanta posameznega vzorca ter ponovili meritev 
fluorescence.  
 
Iz zbranih podatkov smo poiskali emisijske maksimume za vsak vzorec ter primerjali 
vrednosti pred in po dodatku CaCl2. Da bi izničili vpliv redčenja na točnost meritev, smo 
vzorce, katerim je bil dodan CaCl2 pomnoţili z redčitvenim faktorjem. Na podlagi vzorca 
tripsina brez dodanega alginata smo ovrednotili, ali je padec intenzitete fluorescence 
vzorca tripsina posledica dodatka kalcijevega klorida ali pa je padec intenzitete posledica 
ujetja tripsina v alginatni matriks, ki nastane ob dodatku CaCl2. Dobljene rezultate smo 
predstavili grafično tako, da smo na abscisno os nanesli posamezen vzorec, na ordinatni osi 
pa izrazili emisijske maksimume vzorcev v enotah intenzitete (e.i.). Padec intenzitete 
fluorescence smo izračunali glede na emisijski maksimum vzorca tripsina brez dodatka 
alginata in CaCl2 ter padec izrazili v % (pri čemer padec intenzitete vzorca tripsina brez 
dodatka alginata in CaCl2 znaša 0 %). 
 
3.2.3 Kapsulacija tripsina v alginatne mikrokapsule 
 
Kot prvi nosilec smo za kapsulacijo tripsina izbrali alginat. Kapsulacijo smo izvedli z 
mikrokapsulatorjem Büchi B-395 Pro. Najprej smo pripravili 3 % zaloţno raztopino 
alginata tako, da smo v 50 mL čašo zatehtali 0,3 g alginata. K zatehti smo odpipetirali 10 
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mL miliQ vode ter čašo pokrili z aluminijasto folijo. Čašo smo preko noči postavili na 
magnetno mešalo s hitrostjo mešanja 200 obr/min. Obenem smo pripravili zaloţne 
raztopine tripsina s koncentracijo 2 in 20 mg/mL. Dobljeni raztopini alginata smo nato z 
dodatkom raztopine tripsina redčili do končne koncentracije 1,5 ali 2 %. Zaloţni 
koncentraciji tripsina smo po potrebi predhodno ponovno redčili, tako da so končne 
koncentracije tripsina v mešanici alginat/tripsin znašale 0,5, 1 ali 10 mg/mL.  
 
Tako pripravljene raztopine smo odpipetirali v 60 mL brizgo z navojem, le-to pa pričvrstili 
na mikrokapsulator. Parametri, ki smo jih nastavili na mikrokapsulatorju, so bili sledeči: 
napetost je znašala 1600 V, frekvenca 3000 Hz, hitrost pretoka pa smo nastavili na 3 
mL/min. Uporabili smo šobo s premerom 120 µm. Pod mikrokapsulator smo namestili 200 
mL čašo, v katero smo dodali 90 mL raztopine CaCl2. Uporabili smo različne 
koncentracije CaCl2, in sicer 100, 150 in 200 mM, pH raztopin pa smo umerili na pH 5,0 in 
7,0. Čašo s strjevalnim pufrom smo postavili na magnetno mešalo ter nastavili hitrost 
mešanja 100 obr/min. 
 
Nekaj sekund pred dosegom pravilnega razpršenega toka raztopine v strjevalni pufer iz 
mikrokapsulatorja izhaja nepravilen tok raztopine, ki ne tvori ţelene oblike in velikosti 
mikrokapsul. Nastanku le-teh smo se izognili z lovljenjem nepravilnega toka tako, da smo 
pred vzpostavitvijo pravilnega toka nepravilen tok raztopine ulovili na urno steklo, ki smo 
ga postavili na čašo. Po zaključenem toku raztopine alginat/tripsin smo čašo z vsebino 
pokrili z aluminijasto folijo ter jo prestavili na magnetno mešalo s hitrostjo mešanja 100 
obr/min, s čimer smo dosegli pravilno oblikovanje in strjevanje mikrokapsul. Izbrali smo 
različne čase strjevanja mikrokapsul, in sicer 30 min, 60 min in 120 min.  
 
Po zaključku strjevanja smo med nadaljnjim mešanjem iz čaše odpipetirali 10 mL 
homogene mešanice strjevalnega pufra in mikrokapsul ter jo prenesli v 15 mL falkonko. Po 
10 minutah, ko so se mikrokapsule posedle na dno falkonke, smo odpipetirali supernatant, 
mu določili volumen ter ga nadomestili z enako količino miliQ vode, vsebino falkonke pa 
nato resuspendirali. Ponovno smo počakali 10 minut do popolnega posedanja mikrokapsul, 
odpipetirali supernatant ter mu določili volumen ter ga nadomestili z enako količino miliQ 
vode in ponovno resuspendirali vsebino falkonke. Po preteku 10 minut in ponovnem 
posedanju mikrokapsul, smo še zadnjič odstranili supernatant in mu določili volumen, v 
falkonko pa dodali enak volumen 50 mM Na2CO3/ 20 mM citratni pufer pH 6,8, vsebino 
resuspendirali ter počakali 5 minut do zbistritve oz. popolnega razbitja mikrokapsul. 
Odpipetirane supernatante smo vsakega posebej prenesli v novo falkonko, frakcije pa v 
vrstnem redu označili kot strjevalni pufer, 1. izpiranje in 2. izpiranje.  
 
Tekom celotnega postopka proizvodnje mikrokapsul smo izvajali tehtanje laboratorijske 
opreme, ki je prišla v kontakt z raztopino alginat/tripsin. Najprej smo stehtali opremo pred 
samo kapsulacijo, nato pa tehtanje ponovili po zaključeni kapsulaciji. Tehtali smo 
20 
Banfi M. Stabilizacija proteolitičnih encimov z različnimi nosilnimi sistemi.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
falkonko, v kateri smo pripravili raztopino alginat/tripsin, urno steklo, na katerega smo 
lovili nepravilen tok raztopine, brizgo, v katero smo odpipetirali dotično raztopino ter 
Pasteurjevo pipeto, s katero smo raztopino odpipetirali v brizgo. Prav tako smo stehtali 
samo raztopino alginat/tripsin. Na podlagi dobljenih odstopanj smo ovrednotili izgube med 
proizvodnim postopkom. 
 
3.2.4 UV spektrometrija 
 
Med postopkom kapsulacije tripsina v liposome je potrebno med mešanjem reakcijsko 
zmes segrevati na povišani temperaturi (60 °C). Povišana temperatura lahko vodi do 
denaturacije encima in posledično popolne ali delne izgube njegove aktivnosti. Pri tem 
izbira pufra (in posledično tudi pH vrednost) lahko vpliva na stopnjo denaturacije encima. 
V ta namen smo pripravili raztopine pufrov z različnimi pH vrednostmi, in sicer 50 mM 
glicin-HCl pufer pH 3,0, 50 mM citratni pufer pH 5,0, 50 mM HEPES pufer pH 7,0 in 50 
mM glicin-NaOH pufer pH 9,0. V tako pripravljenih pufrih smo pripravili raztopine 
tripsina, tako da je koncentracija le-tega znašala 0,5 mg/mL. 
 
Toplotno denaturacijo tako pripravljenih vzorcev encima smo spremljali s pomočjo UV 
spektrometrije. Meritve smo izvajali s spektrofotometrom Varian Cary 100 Bio. Pred 
pričetkom meritev smo priţgali termostat in ţarnico ter počakali 15 minut. V kvarčno 
kiveto z volumnom 600 µL in dolţino optične poti 1 cm smo najprej odpipetirali po 600 
µL posameznega vzorca. Pokrovček za kiveto smo ovili s teflonskim trakom, s čimer smo 
preprečili izhlapevanje pufra tekom meritev.  
 
Tako pripravljeno kiveto smo nato postavili v reţo za kiveto, na termostatiran blok pa 
poveznili kovinski pokrov in zaprli loputo spektrometra. Na računalniku, povezanim s 
spektrometrom, smo odprli pogovorno okno in nastavili parametre meritev. Valovno 
dolţino smo nastavili na 280 nm (pri kateri absorbirajo aromatske kisline), temperaturno 
območje meritev na interval 25 – 75 °C, hitrost segrevanja vzorca pa na 1 °C/min, z 1 
minutnim postankom pri posamezni temperaturi. 
 
Po zaključku meritev smo po enakem postopku pomerili absorpcijske spektre pufrov brez 
dodanega tripsina. Dobljene vrednosti absorbanc samih pufrov smo nato odšteli od 
vrednosti absorbanc vzorcev tripsina z odgovarjajočo pH vrednostjo. Tako smo se znebili 
ozadja, ki vpliva na točnost meritev. 
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Za normalizacijo UV talilnih krivulj in izračun deleţev denaturiranih molekul v vzorcih 
tripsina smo uporabili sledečo enačbo: 
 
  ( )  
 ( )   ( )
  ( )   ( )
              … (1) 
 
yx so vrednosti A280 pri temperaturi T, yN je vrednost nativnega stanja, ki je določena s 
premico pri UV-talilni krivulji, yD pa vrednost denaturiranega stanja, prav tako določena s 
premico pri UV-talilni krivulji. 
 
 
Slika 6: Primer normalizirane UV talilne krivulje vzorca tripsina s koncentracijo 0,5 mg/mL v 10 mM glicin-
HCl pufru pH 3,0. 
 
Meritve f(D) v odvisnosti od temperature smo odvajali po 1. odvodu in dobljene vrednosti 
predstavili grafično. Poiskali smo lokalni ekstrem (v tem primeru lokalni maksimum) in na 
abscisni osi odčitali temperaturo polovice prehoda. Pufersko raztopino, pri kateri smo 
določili najvišjo temperaturo polovice prehoda, smo nato uporabili v postopku kapsulacije 
tripsina v liposome. 
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Slika 7: Primer 1. odvoda normalizirane UV talilne krivulje vzorca tripsina s koncentracijo 0,5 mg/mL v 10 
mM glicin-HCl pufru pH 3,0. Pravokotnica na abscisno os označuje temperaturo polovice prehoda. 
 
3.2.5 Kapsulacija tripsina v liposome 
 
Kot drugi nosilni sistem smo za kapsulacijo tripsina izbrali liposome, ki smo jih pripravili 
po metodi tvorbe proliposomov, pri kateri nastane heterogena populacija unilamelarnih in 
multilamelarnih veziklov. V dve 100 mL čaši smo zatehtali po 1,0 g sojinega lecitina 
Phospholipon 90G®. K posamezni zatehti smo odpipetirali 1 mL 96 % etanola, čaši pa 
prekrili z aluminijasto folijo. Vsebino čaš smo mešali s kroţnim gibanjem rok, dokler se ni 
raztopil celoten lecitin. Hkrati smo pripravili 2 mL raztopine tripsina s konc. 10 mg/mL v 
50 mM glicin-HCl pufru pH 3,0. V eno čašo smo odpipetirali 2 mL raztopine tripsina, v 
drugo pa 2 mL miliQ vode. Liposomi, nastali v slednji čaši, so sluţili kot negativna 
kontrola tekom testa encimske aktivnosti. 
 
Na dve termostatirani magnetni mešali smo postavili dve 1 L čaši, v kateri smo dodali 0,5 
L vode iz pipe. Temperaturo na mešalih smo nastavili na 60 °C, hitrost mešanja pa na 200 
obr/min. Po dosegu temperature 60 °C smo posamezno 100 mL čašo postavili v tako 
pripravljeno vodno kopel ter vsebino mešali 5 min na 60 °C. Čaši smo ohladili na sobno 
temperaturo ter ju premaknili na drugi magnetni mešali, prav tako na sobni temperaturi. Pri 
hitrosti mešanja 200 obr/min smo nato v obdobju 60 min v posamezno čašo po kapljicah 
dodali 48 mL miliQ vode. Po dodanem celotnem volumnu miliQ vode smo hitrost mešanja 
dvignili na 800 obr/min ter vsebino čaš intenzivno mešali 60 min. Ob zaključku 
intenzivnega mešanja smo hitrost ponovno zmanjšali na 200 obr/min ter v 2 mL 
mikrocentrifugirke odpipetirali po 2 mL homogene mešanice nastalih liposomov. 
Mikrocentrifugirke smo nato centrifugirali 4 ure pri temperaturi 7 °C na 10000 g. Po 
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zaključenem centrifugiranju smo vzeli eno kontrolno mikrocentrifugirko in eno 
mikrocentrifugirko z dodanim tripsinom, ostale mikrocentrifugirke pa ponovno 
centrifugirali preko noči pri temperaturi 7 °C na 10000 g. 
 
Iz odbranih mikrocentrifugirk smo v novi mikrocentrifugirki odpipetirali supernatant, 
določili njegov volumen ter ga nadomestili z enakim volumnom 50 mM glicin-HCl pufra 
pH 3,0. Tako pripravljene vzorce supernatantov in liposomov smo nato uporabili v testu 
encimske aktivnosti, s čimer smo ovrednotili kapsulacijsko učinkovitost postopka.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 TEMPERATURNA IN pH STABILNOST TRIPSINA 
 
Preden smo se lotili kapsulacije tripsina v katerega izmed izbranih nosilnih sistemov, smo 
sklenili preučiti pH in temperaturno stabilnost prostega tripsina v različnih časovnih 
obdobjih. Na ta način smo skušali poiskati kombinacije pogojev, pri katerih bi zaradi 
pričakovanega obseţnega padca aktivnosti encima kapsulacija predstavljala smotrno 
metodo za podaljšanje obstojnosti tripsina.  
 
V ta namen smo izbrali 3 temperature, in sicer 4 °C, 25 °C in 37 °C ter 4 pH vrednosti, in 
sicer pH 3,0, pH 5,0, pH 7,0 in pH 9,0. Preizkusili smo stabilnost vseh 12 mogočih 
kombinacij, encimsko aktivnost pa vzorčili na dan priprave vzorcev (dan 0), po 1 dnevu, 2 
dneh, 3 dneh, 4 dneh, 7 dneh, 10 dneh, 15 dneh in 30 dneh inkubacije. Kot substrat za 
encimski test smo izbrali 3 % raztopino azokazeina, aktivnost vzorcev pa določili z 
merjenjem absorbance pri valovni dolţini 440 nm. Dobljene vrednosti encimskih testov 
smo pretvorili v % glede na kombinacijo pH in T, kjer smo na dan priprave vzorcev (dan 
0) določili najvišjo aktivnost. Le-to smo določili pri kombinaciji, kjer je pH vrednost 
znašala 9,0, temperatura pa je bila 4 °C.  
 
Rezultate encimskih testov vzorcev prostega tripsina smo predstavili v spodnjih grafih; 
abscisna os predstavlja čas vzorčenja v dnevih, ordinatna os pa relativno aktivnost vzorcev 
prostega tripsina v % glede na aktivnost vzorca pri kombinaciji pH 9,0 in T 4 °C. Zaradi 
obseţne količine podatkov smo le-te predstavili v 3 grafih. 
 
Slika 8: Encimska aktivnost vzorcev prostega tripsina pri temperaturi 4 °C in pH vrednostih 3,0, 5,0, 7,0 in 
9,0. Posamezne točke na krivuljah označujejo čase vzorčenja.  
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Slika 9: Encimska aktivnost vzorcev prostega tripsina pri temperaturi 25 °C in pH vrednostih 3,0, 5,0, 7,0 in 
9,0. Posamezne točke na krivuljah označujejo čase vzorčenja. 
 
 
Slika 10: Encimska aktivnost vzorcev prostega tripsina pri temperaturi 37 °C in pH vrednostih 3,0, 5,0, 7,0 in 
9,0. Posamezne točke na krivuljah označujejo čase vzorčenja. 
 
Če primerjamo encimsko aktivnost vzorcev pri temperaturi 4 °C, lahko opazimo, da vzorec 
tripsina v citratnem pufru (pH 5,0) izkazuje bistveno niţjo aktivnost (53 ± 4 %) kot drugi 
vzorci tripsina ţe ob prvem dnevu vzorčenja. Vzorci tripsina v citratnem pufru izraţajo 
niţjo izhodiščno aktivnost, tudi ko le-te primerjamo z aktivnostmi drugih vzorcev pri 
temperaturah 25 in 37 °C. Predvidevamo, da je padec aktivnosti odvisen predvsem od 
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izbire pufra, saj smo za pripravo uporabili citratni pufer. Zaloţno raztopino tripsina smo 
pripravili v 50 mM Tris-HCl pufru pH 8,0 z dodatkom 1 mM CaCl2, saj Ca
2+
 ioni 
preprečujejo avtolizo tripsina, povišana koncentracija Ca2+ ionov pa poveča aktivnost 
tripsina. Problem, ki se pojavi pri pripravi vzorca je, da citratni pufer povzroči delno 
kelacijo Ca
2+
 ionov, zaradi česar ti postanejo nedostopni za tripsin, posledično pa pride do 
zmanjšane aktivnosti encima. 
 
Preostali vzorci tripsina (pri vrednostih pH 3,0 7,0 in 9,0), inkubirani pri temp. 4 °C, na 
dan priprave vzorcev (dan 0) kaţejo bistveno manjše razlike v aktivnosti; tudi po 
večdnevni inkubaciji in vzorčenju razlika med aktivnostmi posameznih vzorcev ne presega 
8 %. Kljub nekoliko višji aktivnosti vzorca tripsina v pufru z vrednostjo pH 9 ob pripravi 
vzorcev pa po 30 dneh inkubacije najvišjo aktivnost izraţa vzorec tripsina v pufru s pH 
vrednostjo 3; relativno na izhodiščno aktivnost vzorca tripsina pri pH 9 in temp. 4 °C se 
ohrani 30 ± 2 % aktivnosti.  
 
Pri vzorcih, inkubiranih pri sobni temperaturi (25 °C), je ponovno moč opaziti najvišjo 
relativno aktivnost vzorca tripsina pri pH 9,0 (97 ± 9 %), pri čemer vzorca pri pH 3,0 in 7,0 
izraţata okoli 10 % manjšo aktivnost (87 ± 12 in 88 ± 8 %). Po enem dnevu inkubacije 
vzorcev pa pride do preobrata, saj pri vzorcih v pufrih pH 7,0 in 9,0 pride do velikega 
padca aktivnosti (24 ± 2 in 32 ± 3 %), medtem ko vzorec pri pH 3,0 izgubi le 9 % 
aktivnosti. Medtem ko po 15 dneh inkubacije vzorci pri pH 5,0, 7,0 in 9,0 obdrţijo le še 
med 4 in 14 % izhodiščne aktivnosti, pa jo vzorec pri pH 3,0 obdrţi skoraj 50 ± 7 %. Tudi 
po 30 dnevni inkubaciji ohrani vzorec tripsina pri pH vrednosti 3,0 28 ± 4 % aktivnosti, 
preostali vzorci pa med 6 in 8 %. 
 
Pri temperaturi 37 °C pa je moč opaziti, da ţe na dan priprave vzorcev pri pH vrednostih 
7,0 in 9,0 vzorca tripsina izraţata le 68 ± 2 oz 59 ± 1 % aktivnosti, ki jo izraţa vzorec pri 
pH 9,0 in 4 °C. Tudi vzorec tripsina pri pH 3,0 hitro izgubi znaten deleţ aktivnosti, kljub 
temu pa se je ohrani 84 ± 6 %, kar je bistveno več kot pri vrednostih pH 5,0 7,0 in 9,0. Po 
enem dnevu inkubacije vzorec pri pH 3,0 obdrţi 68 ± 5 % aktivnosti, nato pa se padec 
aktivnosti ustali med 60 in 64 % izhodiščne aktivnosti tudi po 7 dneh inkubacije. Po 15 
dneh se ohrani 31 ± 2 % aktivnosti, po 30 dneh pa le še 15 ± 1 %. Pri vrednostih pH 5,0 7,0 
in 9,0 ţe po enem dnevu inkubacije pade aktivnost za najmanj 89 % in sicer na 11 ± 0,4, 10 
± 0,3 in 5 ± 0,1 %, po 30 dneh pa znašajo aktivnosti vzorcev le še med 3 in 5 % izhodiščne 
aktivnosti vzorca tripsina pri pH 9,0 in temp. 4 °C. 
 
Poleg sklepa, da pri vzorcih pri pH 5,0 pride do delne avtolize zaradi zmanjšane količine 
razpoloţljivih Ca2+ ionov, lahko na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo, da pri vzorcih 
pri pH 7,0 in 9,0 pride do avtokatalize tripsina, saj pH optimum delovanja tripsina znaša 
med pH 7,5 in 8,5 (Sipos in Merkel, 1970). Obseg avtokatalize postane toliko bolj izrazit 
pri temperaturi 25 °C, najbolj pa pri temp. 37 °C, ki predstavlja temperaturni optimum 
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delovanja tripsina. Iz enakega razloga je pri vzorcih tripsina, inkubiranih pri pH 3,0, izguba 
aktivnosti bistveno upočasnjena, saj je izbrana pH vrednost za delovanje tripsina precej 
niţja od njegove optimalne vrednosti. Tudi proizvajalci priporočajo shranjevanje tripsina v 
raztopinah pri zniţanima pH in temperaturi (pH ≤ 4,0, temperatura -20 oz. -70 °C) ali v 
prisotnosti Ca
2+
 ionov, s čimer je onemogočena avtoliza tripsina (Promega, 2013; Sigma, 
2017). 
 
4.2 FLUORESCENČNA EMISIJSKA SPEKTROMETRIJA 
 
S pomočjo fluorescenčne emisijske spektrometrije smo v prvi fazi nameravali poiskati, 
kakšna razmerja alginata in tripsina bi bila najprimernejša za kapsulacijo tripsina v 
alginatne mikrokapsule. Pri tem smo spremljali, kako dodatek alginata vpliva na zamik 
valovne dolţine, kjer vzorec tripsina izkazuje emisijski maksimum. S titracijo vzorca 
tripsina s koncentracijo 0,1 mg/mL z raztopino 0,5 % raztopine alginata po 5 µL dodane 
raztopine alginata za vsako meritev smo dobili rezultate, predstavljene v sledečem grafu. 
 
  
Slika 11: Valovne dolţine emisijskih maskimumov pri titraciji vzorca tripsina s koncentracijo 0,1 mg/mL z 
0,5 % raztopino alginata. Prva točka predstavlja vzorec tripsina brez dodanega alginata, vsaka naslednja 
točka pa vzorec tripsina z dodatkom 5 µL 0,5 % raztopine alginata do končnega volumna dodanega alginata 
125 µL. Na abscisni osi so predstavljena izračunana molska razmerja med alginatom in tripsinom v vzorcu, 
na ordinatni osi pa valovna dolţina, pri kateri je bil izmerjen emisijski maksimum po vsakem dodatku 
alginata v kiveto s tripsinom. 
 
Iz grafičnih podatkov je moč razbrati, da dodatek ţe majhne količine alginata v vzorec 
tripsina spremeni valovno dolţino emisijskega maksimuma, in sicer s pribliţno 336 ± 1 nm 
na pribl. 337 ± 1 nm. Postopno naknadno dodajanje alginata vzorcu tripsina po nekaj 
titracijah, in sicer 20 µL dodane 0,5 % raztopine alginata (razmerje Alg/Try 300/1, 
povzroči drastičen premik valovne dolţine, kjer vzorec tripsina izkazuje maksimalno 
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emisijo pri λ = 342 ± 1 nm. Nadaljnja titracija vzorca tripsina z alginatom povzroči dodaten 
premik emisijskega maksimuma vzorca tripsina, dokler se emisijski maksimum ne ustali 
pri λ = 357 ± 1nm, in sicer pri razmerju Alg/Try 1640/1. 
 
Dodatno smo poleg spremljanja valovne dolţine emisijskega maksimuma za vsako titracijo 
vzorca tripsina s koncentracijo 0,1 mg/mL z 5 µL raztopine 0,5 % alginata spremljali tudi 
intenziteto emisijskega maksimuma pri tej valovni dolţini. Rezultate smo predstavili 
grafično. 
 
 
Slika 12: Intenzitete izmerjenih emisijskih maksimumov pri titraciji vzorca tripsina s koncentracijo 0,1 
mg/mL z 0,5 % raztopino alginata. Prva točka predstavlja vzorec tripsina brez dodanega alginata, vsaka 
naslednja točka pa vzorec tripsina z dodatkom 5 µL 0,5 % raztopine alginata do končnega volumna dodanega 
alginata 125 µL. Na abscisni osi so predstavljena izračunana molska razmerja med alginatom in tripsinom v 
vzorcu, na ordinatni osi pa intenzitete emisijskih maksimumov. 
 
Po dodatku 5 µL 0,5 % raztopine alginata je emisijska intenziteta nekoliko upadla, vendar 
je pričela naraščati takoj po nadaljnjih titracijah vzorca z alginatom. Intenziteta je dosegla 
najvišjo vrednost 561 e. i. pri razmerju c Alg/ c Try pribliţno 1200/1. Ob nadaljnji titraciji 
vzorca tripsina z alginatom pa intenziteta signala prične postopno upadati. 
 
Premik valovne dolţine, predvsem pa povišane intenzitete emisije, je posledica pojava 
interakcije med alginatom in tripsinom v raztopini, saj pride do elektrostatskega privlaka 
med pozitivno nabitim tripsinom in negativno nabitim alginatom ter nastankom 
kompleksa. Foschiatti in sod (2009) so do zelo podobnih rezultatov prišli pri titraciji 
katelicidinov z alginatom. Ob nastanku kompleksa med negativno nabitim alginatom in 
pozitivno nabitim peptidom aromatski aminokislinski ostanki ostanejo v stiku s polarnim 
topilom, kar vodi v energijsko neugodno konfiguracijo. Tvorba kompleksa z drugo 
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molekulo peptida maskira aromatske aminokislinske ostanke, kar povzroči povišanje 
intenzitete fluorescence. To se zgodi pri nizkih razmerjih alginat/ peptid, pri višjih 
razmerjih pa se molekule peptida porazdelijo po verigi alginata, zaradi česar so aromatski 
aminokislinski ostanki ponovno izpostavljeni, rezultat česar je zniţanje intenzitete 
fluorescence. Prav tako so opazili, da s prehodom iz vodnega medija na pufer z nizko 
koncentracijo (5 mM) povzroči povišanje intenzitete fluorescence, s prehodom na bolj 
koncentriran pufer (20 mM) pa pride do zmanjšanja elektrostatskega privlaka zaradi 
povečanja dielektrične konstante raztopine. Braia in sod. (2017) navajajo pH 3,5 kot 
optimalno pH vrednost za nastanek kompleksa med tripsinom in alginatom, pri pH 8,0 ali 
povečani ionski jakosti pa do nastanka kompleksa (topnega ali netopnega) ne pride. V 
našem primeru smo uporabili bistveno niţjo koncentracijo pufra (10 mM namesto 100 
mM), prav tako je pH vrednost izbranega pufra znašala 7,0 in ne 8,0. Tripsin ima 
izoelektrično točko pI okoli 11, zaradi česar ima v pufru pozitivni neto naboj. Tako je 
mogoče sklepati, da je v našem primeru prišlo do nastanka kompleksa med pozitivno 
nabitim tripsinom in negativno nabitim alginatom, kar se odraţa v spremembi intenzitete 
emisijskega maksimuma in premiku valovne dolţine le-tega. 
 
Za titracijo vzorca tripsina smo nameravali uporabiti čim bolj koncentrirano raztopino 
alginata, s čimer bi kar najmanj vplivali na koncentracijo tripsina v vzorcu in točnost 
meritev. Pri titraciji smo bili omejeni na 0,5 % raztopino, saj raztopin z višjimi 
koncentracijami alginata zaradi povišane viskoznosti ni mogoče pipetirati z najmanjšo 
pipeto.  
 
V naslednji fazi poskusa smo pripravili nov vzorec raztopine tripsina s koncentracijo 0,1 
mg/mL, 0,5 % raztopino alginata ter 1 M raztopino CaCl2. Ugotvaljali smo, ali je padec 
intenzitete emisije vzorcev tripsina odvisen od dodatka zgolj CaCl2 ali dodatka tako 
alginata kot tudi CaCl2. V ta namen smo ponovno najprej izmerili intenziteto emisije 
vzorca tripsina, nato pa še vzorca tripsina po dodatku 100 µL 1 M CaCl2 in centrifugiranju, 
vzorca tripsina po dodatku 10 µL 0,5 % alginata, vzorca tripsina po dodatku 10 µL 0,5 % 
alginata in 100 µL 1 M CaCl2 in centrifugiranju, vzorca tripsina po dodatku 110 µL 0,5 % 
alginata in vzorca tripsina po dodatku 110 µL 0,5 % alginata in 100 µL 1 M CaCl2 in 
centrifugiranju. Dobljene rezultate smo predstavili v sledečem grafu in tabeli. 
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Slika 13: Intenzitete emisijskih maksimumov vzorcev tripsina s koncentracijo 0,1 mg/mL  pred in po dodatku 
CaCl2 ter 5 minut centrifugiranja pri 10000 g pri temperaturi 25 °C. Volumen posameznega vzorca je znašal 
400 µL. Prvi stolpec prikazuje intenziteto emisijskega maksimuma 400µL vzorca tripsina brez dodatka 
alginata, drugi stolpec intenziteto emisijskega maksimuma vzorca tripsina po dodatku 100 µL 1 M CaCl2 in 
centrifugiranju, tretji stolpec intenziteto emisijskega maksimuma vzorca tripsina z dodatkom 10 µL 0,5 % 
Alg (mnoţinsko razmerje Alg/Try 150/1), četrti stolpec intenziteto emisijskega maksimuma prejšnjega 
vzorca po dodatku 100 µL 1 M CaCl2 in centrifugiranju, peti stolpec intenziteto emisijskega maksimuma 
vzorca tripsina z dodatkom 110 µL 0,5 % Alg (mnoţinsko razmerje Alg/Try 1640/1)  in šesti stolpec 
intenziteto emisijskega maksimuma prejšnjega vzorca po dodatku 100 µL 1 M CaCl2 in centrifugiranju. 
 
Podatke, predstavljene v grafu, smo predstavili tudi v sledeči tabeli. 
 
Preglednica 1: Intenziteta emisijskih maksimumov vzorcev tripsina in mešanic Alg/Try pred in po dodatku 
CaCl2 in centrifugiranju. Upoštevane so vse redčitve, ki vplivajo na intenziteto signala. 
Vzorec 
Intenziteta emisijskih 
maksimumov (e.i.) 
Valovna dolžina 
(nm) 
Try 0,1mg/mL 639 ± 6 336 ± 1 
Try 0,1mg/mL + 100µL 1M CaCl2 550 ± 6 337 ± 1 
Alg/Try 150/1 521 ± 5 338 ± 1 
Alg/Try 150/1 + 100µL 1M CaCl2 365 ± 4 339 ± 1 
Alg/Try 1640/1 654 ± 7 357 ± 1 
Alg/Try 1640/1 + 100µL 1M CaCl2 153 ± 2 341 ± 1 
 
Če primerjamo intenzitete emisijskih maksimumov posameznih vzorcev pred in po 
dodatku CaCl2 in centrifugiranju, ugotovimo, da intenziteta emisijskega  maksimuma 
vzorca tripsina pri λmax = 336 ± 1 nm brez dodatka alginata po dodatku CaCl2 in 
centrifugiranju pade, in sicer za 13,9 %. Če primerjamo padec intenzitete emisije vzorca 
tripsina brez dodanega alginata in vzorec z razmerjem Alg/Try 150/1 pri λmax = 338 ± 1 
nm, je padec intenzitete emisije pri slednjem vzorcu bistveno večji, in sicer 29,9 %. Enako 
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velja tudi, če primerjamo vzorec tripsina brez dodanega alginata in vzorec z razmerjem 
Alg/Try 1640/1. Padec intenzitete pri vzorcu Alg/Try 1640/1 po dodatku CaCl2 in 
centrifugiranju namreč znaša 76,6 % pri λmax = 341 ± 1 nm. 
 
Zanimalo nas je, ali je padec intenzitete emisije vzorcev tripsina rezultat dodatka 
kalcijevega klorida CaCl2 ali dodatka alginata in CaCl2 pri λmax = 336 ± 1 nm in 
temperaturi 25 °C. Ugotovili smo, da dodatek CaCl2 povzroči padec intenzitete emisije, 
vendar v bistveno manjšem obsegu kot pri vzorcih tripsina z dodanim alginatom. Še 
posebej postane razlika v padcu intenzitete med vzorci tripsina brez in z dodanim 
alginatom pred in po dodatku CaCl2 večja s povečanjem količine dodanega alginata 
oziroma pri večjem razmerju Alg/Try. To pa neposredno pomeni, da se ob dodatku CaCl2 
in tvorbi alginatnega gela tripsin ujame v alginatni matriks in se ob centrifugiranju izloči iz 
raztopine skupaj z le-tem, na podlagi teh rezultatov pa smo oblikovali postopek in 
parametre za kar najbolj učinkovito kapsulacijo tripsina v alginat. 
 
4.3 KAPSULACIJA TRIPSINA V ALGINATNE MIKROKAPSULE 
 
Podatke, ki smo jih dobili s pomočjo fluorescenčne emisijske spektrometrije, smo uporabili 
za določitev optimalnih pogojev za kapsulacijo tripsina v alginatne mikrokapsule.  
 
Ker smo največji padec intenzitete po dodatku CaCl2 zaznali pri razmerju Alg/Try 1640/1, 
smo sklenili najprej izvesti kapsulacijo tako, da smo za končno kapsulacijsko mešanico 
izbrali 1,5 % raztopino alginata ter izračunali, kolikšno koncentracijo tripsina potrebujemo 
za doseg izbranega razmerja. Izračun je pokazal, da mora končna mešanica Alg/Try imeti 
koncentracijo tripsina 1 mg/mL pri 1,5 % koncentraciji alginata. 
 
Za strjevalni pufer smo pripravili 0,1 M raztopino CaCl2, katere pH vrednost smo umerili 
na 7,0. Predpostavili smo, da je takšna koncentracija CaCl2 dovolj visoka za uspešno 
strjevanje alginatnih mikrokapsul. Po zaključku kapsulacije smo nastale mikrokapsule 
postavili na magnetno mešalo, hitrost mešanja nastavili na 100 obr/min in vsebino pustili 
mešati 30 min.  
 
V prvem koraku smo po zaključeni kapsulaciji ţeleli določiti kapsulacijsko učinkovitost, 
nato pa v različnih časovnih presledkih spremljati pH in temperaturno stabilnost 
pripravljenih mikrokapsul v primerjavi s prostim encimom. Hkrati smo ţeleli ovrednotiti 
stabilnost samih mikrokapsul tako, da bi z spremljanjem encimske aktivnosti supernatanta 
ugotovili % puščanja mikrokapsul. Za določitev kapsulacijske učinkovitosti smo ponovno 
izvedli azokazeinski test, kjer smo za substrat uporabili 3 % raztopino azokazeina, 
aktivnost posameznih vzorcev pa določili z merjenjem absorbance pri valovni dolţini 440 
nm.  
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Na podoben način, kot pri spremljanju encimske aktivnosti vzorcev prostega tripsina smo 
tudi v tem primeru na podlagi izmerjenih absorbanc vzorcev izračunali relativno aktivnost 
posameznih vzorcev. Za izhodišče smo uporabili vzorec prostega tripsina, glede na 
njegovo aktivnost pa izračunali relativne aktivnosti ostalih vzorcev. Rezultate 
kapsulacijske učinkovitosti smo predstavili v sledečem grafu. 
 
 
Slika 14: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri kapsulaciji v 
alginat pri kombinaciji pogojev 1. Prvi stolpec predstavlja aktivnost prostega tripsina; drugi stolpec 
predstavlja relativno aktivnost tripsina v kapsulacijskem pufru; tretji stolpec predstavlja relativno aktivnost 
tripsina v 1. izpirku alginatnih mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost tripsina v 2. izpirku alginatnih 
mikrokapsul; peti stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina iz razbitih mikrokapsul alginata. Kot 
strjevalni pufer smo uporabili raztopino 0,1 M CaCl2, pH vrednost strjevalnega pufra pa umerili na 7,0. Za 
kapsulacijo smo uporabili 1,5 % raztopino alginata, koncentracija raztopine tripsina pa je znašala 1 mg/mL.  
 
Grafične podtake smo predstavili v spodnji tabeli. 
 
Preglednica 2: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri 
kapsulaciji v alginat pri kombinaciji pogojev 1. V prvem stolpcu so navedeni posamezni vzorci, v drugem pa 
v % podane izračunane relativne aktivnosti odgovarjajočih vzorcev. 
Vzorec Aktivnost (%) 
Prost tripsin 100 ± 5 
Strjevalni pufer 89 ± 5 
1. spiranje 14 ± 1 
2. spiranje 5 ± 0,3 
Kapsuliran tripsin 3 ± 0,2 
 
Podatki kaţejo, da se je v alginatne mikrokapsule vključilo le 3 ± 0,2 % celotnega tripsina. 
Skoraj 90 % vsega tripsina iz kapsulacijske mešanice je ostalo v strjevalnem pufru, 
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preostanek le-tega smo zaznali v 1. in 2. spiranju alginatnih mikrokapsul (14 ± 1 % in 5 ± 
0,3 %). Zaradi doseţenega izrazito nizkega % kapsuliranega encima pH in temperaturne 
stabilnosti kapsuliranega tripsina nismo preverjali. 
 
V naslednji fazi eksperimentov smo zato sklenili preveriti, ali čas strjevanja mikrokapsul v 
strjevalnem pufru vpliva na učinkovitost kapsulacijskega postopka. Ker smo v prvem 
koraku mikrokapsule pustili strjevati 30 min, smo poleg odvzema vzorca po 30 minutah 
vključili še odvzem vzorca mikrokapsul po 60 in 120 minutah. Predpostavili smo, da se 
bodo ob daljši inkubaciji in mešanju v strjevalnem pufru tvorile stabilnejše mikrokapsule z 
višjim % kapsuliranega tripsina. Kot v prejšnjem primeru smo rezultate tudi tokrat 
predstavili grafično. 
 
 
Slika 15: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri kapsulaciji v 
alginat pri kombinaciji pogojev 2. Prvi stolpec predstavlja aktivnost prostega tripsina; drugi stolpec 
predstavlja relativno aktivnost tripsina v kapsulacijskem pufru; tretji stolpec predstavlja relativno aktivnost 
tripsina po prvem spiranju alginatnih mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost tripsina po drugem 
spiranju alginatnih mikrokapsul; peti stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina iz razbitih mikrokapsul 
alginata po 30 minutah strjevanja, šesti stolpec po 60 minutah strjevanja in sedmi stolpec po 120 minutah 
strjevanja. Kot strjevalni pufer smo uporabili raztopino 0,1 M CaCl2, pH vrednost strjevalnega pufra pa 
umerili na 7,0. Za kapsulacijo smo uporabili 1,5 % raztopino alginata, koncentracija raztopine tripsina pa je 
znašala 1 mg/mL.  
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Grafično predstavljene podatke smo predstavili tudi v sledeči tabeli. 
 
Preglednica 3: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri 
kapsulaciji v alginat pri kombinaciji pogojev 2. V prvem stolpcu so navedeni posamezni vzorci, v drugem pa 
v % podane izračunane relativne aktivnosti odgovarjajočih vzorcev. 
Vzorec Aktivnost (%) 
Prost tripsin 100 ± 9 
Strjevalni pufer 96 ± 8 
1. spiranje 14 ± 1 
2. spiranje 5 ± 0,4 
Kapsuliran tripsin 30 min 1 ± 0,1 
Kapsuliran tripsin 60 min 3 ± 0,3 
Kapsuliran tripsin 120 min 2 ± 0,2 
 
Dobljeni rezultati encimskih testov kaţejo, da podaljšan čas strjevanja alginatnih 
mikrokapsul nima znatnega vpliva na kapsulacijsko učinkovitost pri danih pogojih 
kapsulacije. Najvišji % aktivnosti vzorcev kapsuliranega tripsina smo določili pri času 
strjevanja 60 minut (3 ± 0,3 %), vendar so razlike v aktivnosti med posameznimi vzorci 
kapsuliranega tripsina zanemarljive. 
 
Pri izbranih pogojih kapsulacije smo ugotovili, da čas strjevanja mikrokapsul ne vplivata 
na uspešnost kapsulacijskega postopka. Na podlagi rezultatov smo sklenili preveriti, ali pH 
vrednost strjevalnega pufra vpliva na kapsulacijsko učinkovitost. V ta namen smo ponovno 
pripravili kapsulacijsko mešanico alginat/tripsin z razmerjem Alg/Try 1640/1, kot v 
prejšnjih poskusih kapsulacije, tako da je končna koncentracija tripsina v kapsulacijski 
mešanici znašala 1 mg/mL pri koncentraciji alginata 1,5 %. 
 
Za strjevalni pufer smo ponovno pripravili 0,1 M raztopino CaCl2. Tokrat pH vrednosti 
pripravljene raztopine CaCl2 nismo umerjali z dodatkom baze ali kisline, izmerjen pH pa je 
znašal pH 5,5. Preostali izbrani pogoji kapsulacije so enaki tistim, ki smo jih uporabili v 
prvem poskusu kapsulacije. Dobljene rezultate encimskih testov smo predstavili v 
sledečem grafu. 
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Slika 16: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri kapsulaciji v 
alginat pri kombinaciji pogojev 3. Prvi stolpec predstavlja aktivnost prostega tripsina; drugi stolpec 
predstavlja relativno aktivnost tripsina v kapsulacijskem pufru; tretji stolpec predstavlja relativno aktivnost 
tripsina po prvem spiranju alginatnih mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost tripsina po drugem 
spiranju alginatnih mikrokapsul; peti stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina iz razbitih mikrokapsul 
alginata. Kot strjevalni pufer smo uporabili raztopino 0,1 M CaCl2, pH vrednost strjevalnega pufra pa je 
znašala 5,5. Za kapsulacijo smo uporabili 1,5 % raztopino alginata, koncentracija raztopine tripsina pa je 
znašala 1 mg/mL. 
 
Izračunane relativne aktivnosti posameznih vzorcev smo predstavili v spodnji tabeli. 
 
Preglednica 4: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri 
kapsulaciji v alginat pri kombinaciji pogojev 3. V prvem stolpcu so navedeni posamezni vzorci, v drugem pa 
v % podane izračunane relativne aktivnosti odgovarjajočih vzorcev. 
Vzorec Aktivnost (%) 
Prost tripsin 100 ± 8 
Strjevalni pufer 82 ± 7 
1. spiranje 3 ± 0,2 
2. spiranje 1 ± 0,1 
Kapsuliran tripsin 2 ± 0,2 
 
Pri izbranih pogojih smo na podlagi rezultatov azokazeinskega testa izračunali, da se je v 
mikrokapsule kapsuliralo 2 ± 0,2 % celotnega tripsina v kapsulacijski mešanici, medtem ko 
je v strjevalnem pufru ostalo 82 ± 7 % nekapsuliranega tripsina. Rezultati kaţejo, da kljub 
drugačni pH vrednosti strjevalnega pufra nismo uspeli doseči višjega % kapsuliranega 
tripsina.  
 
V sledeči fazi kapsulacije tripsina v alginat smo se odločili preizkusiti, ali je pri drugem 
razmerju, ki smo ga izračunali na podlagi rezultatov fluoresenčne emisijske spektrometrije 
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(Alg/Try 150/1), mogoče doseči višjo učinkovitost kapsulacije. V ta namen smo ponovno 
pripravili 3 % zaloţno raztopino alginata ter zaloţno raztopino tripsina s koncentracijo 20 
mg/mL, tako da je koncentracija alginata v kapsulacijski mešanici znašala 1,5 %, 
koncentracija tripsina pa 10 mg/mL. Da bi dodatno povečali kapsulacijsko učinkovitost, 
smo za strjevalni pufer pripravili 150 mM raztopino CaCl2, pH pa umerili na 7,0. 
Predpostavili smo, da bodo zaradi povišane koncentracije Ca2+ ionov nastale stabilnejše 
mikrokapsule, z višjim % kapsuliranega tripsina. V primeru znatno višje kapsulacijske 
učinkovitosti smo načrtovali tudi ponovitev kapsulacije tripsina s prvotno izbrano 
koncentracijo 1 mg/mL in koncentracijo CaCl2 150 mM, s čimer bi potrdili, da je 
učinkovitost kapsulacijskega postopka predvsem od koncentracije Ca2+ ionov v 
strjevalnem pufru. Ponovno smo rezultate azokazeinskega testa preračunali v relativne 
aktivnosti glede na aktivnost vzorca prostega tripsina, le-te pa predstavili grafično. 
 
 
Slika 17: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri kapsulaciji v 
alginat pri kombinaciji pogojev 4. Kot strjevalni pufer smo uporabili raztopino 150 mM CaCl2, pH vrednost 
strjevalnega pufra pa smo umerili na 7,0. Za kapsulacijo smo uporabili 1,5 % raztopino alginata, 
koncentracija raztopine tripsina pa je znašala 10 mg/mL. Prvi stolpec predstavlja aktivnost prostega tripsina; 
drugi stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina v kapsulacijskem pufru; tretji stolpec predstavlja 
relativno aktivnost tripsina po prvem spiranju alginatnih mikrokapsul; četrti stolpec relativno aktivnost 
tripsina po drugem spiranju alginatnih mikrokapsul; peti stolpec predstavlja relativno aktivnost tripsina iz 
razbitih mikrokapsul alginata.  
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V spodnji preglednici so navedene relativne aktivnosti posameznih vzorcev, predstavljenih 
v prejšnjem grafu. 
 
Preglednica 5: Relativne aktivnosti vzorcev tripsina glede na aktivnost vzorca prostega tripsina pri 
kapsulaciji v alginat pri kombinaciji pogojev 4. V prvem stolpcu so navedeni posamezni vzorci, v drugem pa 
v % podane izračunane relativne aktivnosti odgovarjajočih vzorcev. 
Vzorec Aktivnost (%) 
Prost tripsin 100 ± 7 
Strjevalni pufer 113 ± 8 
1. spiranje 10 ± 0,7 
2. spiranje -2 ± 0,1 
Kapsuliran tripsin 2 ± 0,1 
 
Dobljeni rezultati encimskih testov kaţejo, da se kljub bistveno povečani koncentraciji 
tripsina učinkovitost kapsulacijskega postopka ni povečala v primerjavi s prej 
uporabljenimi kombinacijami parametrov.  
 
Pri izbranih kombinacijah parametrov nam v nobenem od eksperimentov tripsina ni uspelo 
učinkovito kapsulirati, saj je najvišji % kapsuliranega tripsina znašal le okoli 3 %. Z vidika 
ekonomičnosti postopka in uporabnosti so tako nizki izkoristki nedopustni, popolnoma 
mogoče pa je, da bi z drugačno izbiro parametrov lahko dosegli višji % kapsuliranega 
tripsina. Zaradi časovno omejene razpoloţljivosti prostorov in opreme smo lahko izvedli 
kapsulacijo encima le v določenem številu kombinacij parametrov, v prihodnje pa bi bilo 
mogoče preizkusiti sledeče spremembe parametrov. 
 
Za kapsulacijo tripsina v alginat smo imeli na razpolago eno vrsto alginata proizvajalca 
Sigma. Vodna raztopina izbranega alginata ima pri koncentraciji 1,5 % viskoznost 0,03944 
± 0,00003 Pa·s, pri koncentraciji 2 % pa 0,0826 ± 0,0001 Pa·s (Ota in sod., 2017). Drugih 
vrst alginata v samem postopku nismo uporabili, povsem mogoče pa je, da bi z izbiro 
drugačnega alginata z drugačnimi fizikalno-kemijskimi parametri, kot je viskoznost, lahko 
dosegli višje % učinkovitosti kapsulacijskega postopka. 
 
Tudi s spreminjanjem parametrov na mikrokapsulatorju lahko znatno vplivamo na 
postopek kapsulacije. Pri eksperimentalnem delu smo parametre mikrokapsulatorja pustili 
preteţno stalne, minimalno smo spreminjali le pretok (2,5 – 3,5 mL/min), s čimer smo 
vzdrţevali laminaren tok curka kapsulacijske mešanice. 
 
Z uporabo bolj koncentrirane raztopine alginata bi dosegli večjo zamreţenost mikrokapsul, 
teoretično pa bi s tem dosegli višji % kapsuliranega tripsina in tudi večjo stabilnost 
mikrokapsul. To predpostavko smo tudi preizkusili z uporabo 2 % raztopine alginata, 
vendar je tekom kapsulacije prišlo do zamašitve šobe, zaradi česar kapsulacije nismo mogli 
uspešno izpeljati. Zamašitvi šobe bi se izognili s spreminjanjem parametrov na 
mikrokapsulatorju, kot smo opisali v prejšnjem odstavku. 
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Parametri, ki smo jih spreminjali tekom postopkov kapsulacije, v izbranih kombinacijah 
niso znatno doprinesli k večji učinkovitosti kapsulacijskega postopka, kar pa ne izključuje 
moţnosti, da bi te spremembe lahko pripomogle k višjemu % kapsuliranega tripsina, v 
kombinaciji z izbranimi drugačnimi parametri, omenjenimi v prejšnjih odstavkih. 
 
4.4 UV SPEKTROMETRIJA 
 
V prvi fazi poskusov smo s pomočjo UV spektrometrije določili temperature polovice 
prehoda tripsina v odvisnosti od pH vrednosti uporabljenih pufrov. Posamezne 
temperature, dobljene s prvim odvodom normaliziranih UV talilnih krivulj pri 
odgovarjajočih pH vrednosti so predstavljene v sledeči tabeli. 
 
Preglednica 6: Temperature polovice prehoda tripsina pri različnih pH vrednostih. Temperature polovice 
prehoda so določene s prvim odvodom normaliziranih UV talilnih krivulj. 
Vrednost pH Temperatura polovice prehoda (°C) 
3,0 58,0 ± 0,5 
5,0 49,0 ± 0,5 
7,0 49,0 ± 0,5 
9,0 48,0 ± 0,5 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov je moč razbrati, da ima tripsin med izbranimi pH 
vrednostmi najvišjo temperaturo polovice prehoda pri pH vrednosti 3,0, in sicer 58,0 ± 0,5 
°C. Odgovarjajočo pH vrednost smo dosegli z uporabo 10 mM glicin-HCl pufra, katerega 
pH vrednost smo umerili na pH 3,0. Izbrani pufer smo uporabili tudi v sledečem postopku 
kapsulacije tripsina v liposome, le da smo v ta namen povišali koncentracijo le-tega pufra, 
in sicer na 50 mM. Takšno odločitev smo sprejeli zaradi same izvedbe kapsulacijskega 
postopka, saj je potrebno kapsulacijsko mešanico segrevati na povišani temperaturi (60 °C 
za 5 minut). Predpostavili smo, da bomo z izbiro pufra, pri katerem je bila temperatura 
polovice prehoda najvišja, dosegli kar najmanjšo denaturacijo encima tekom postopka 
kapsulacije, s čimer bi tripsin tekom kapsulacije izgubil najmanj aktivnosti.  
 
Prav tako je iz podatkov mogoče ugotoviti, da pri preostalih uporabljenih pH vrednostih 
(5,0, 7,0 in 9,0) znaša temperatura polovice prehoda okoli 49,0 ± 0,5 °C, v povprečju 9 °C 
niţje kot pri pH vrednosti 3,0. V kolikor bi v sledečem postopku kapsulacije tripsina 
uporabili katerega od pufrov z odgovarjajočo pH vrednostjo, bi bila vsaj teoretično gledano 
kapsulacijska učinkovitost bistveno niţja, predvsem kot posledica večje stopnje 
denaturacije molekul tripsina. Prav tako bi bila verjetnost za renaturacijo molekul ob 
ohladitvi kapsulacijske mešanice na sobno temperaturo bistveno niţja. 
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4.5 KAPSULACIJA TRIPSINA V LIPOSOME 
 
V prvi fazi poskusa kapsulacije tripsina v liposome smo na podlagi rezultatov encimskega 
testa ovrednotili kapsulacijsko učinkovitost. Pri tem smo izmerili encimsko aktivnost tako 
vzorca prostega encima kot vzorca liposomov in vzorca supernatanta, v katerem je ostal 
nekapsuliran encim. 
 
Vrednost absorbance za prost encim smo kot izhodiščno točko normirali na 100 %, 
kapsulacijsko učinkovitost kapsulacijskega postopka pa izračunali tako, da smo sešteli 
dobljene vrednosti absorbanc za reakcijo vzorcev liposomov in vzorcev supernatanta s 
substratom pri λ = 440 nm, nato pa vrednosti absorbanc za posamezne vzorce delili z vsoto 
absorbanc vzorcev liposomov in supernatanta. Rezultate encimskega testa smo predstavili 
v sledečem grafu. 
 
 
Slika 18: Relativne aktivnosti vzorcev prostega tripsina, tripsina, kapsuliranega v liposome in 
nekapsuliranega tripsina (supernatant). Vrednost aktivnosti vzorca prostega tripsina smo normirali na 100 %, 
učinkovitost kapsulacijskega postopka pa izračunali na podlagi aktivnosti vzorcev kapsuliranega in 
nekapsuliranega tripsina. 
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Rezultate encimskega testa kapsulacije tripsina v liposome smo predstavili tudi numerično 
v sledeči tabeli. 
 
Preglednica 7: Relativne aktivnosti vzorcev prostega tripsina, tripsina, kapsuliranega v liposome in 
nekapsuliranega tripsina (supernatant). V prvem stolpcu so navedeni posamezni vzorci, v drugem pa v % 
podane izračunane relativne aktivnosti odgovarjajočih vzorcev. 
Vzorec Aktivnost (%) 
Prost tripsin 100 ± 7 
Kapsuliran tripsin 54 ± 4 
Supernatant 46 ± 3 
 
Iz grafičnih in številskih podatkov je moč razbrati, da se je tekom kapsulacijskega 
postopka v liposome vključilo 54 ± 4 % tripsina v kapsulacijski mešanici. Preostalih 46 ± 3 
% tripsina je ob izvedbi encimskega testa ostalo v vodni fazi, ki smo jo dodajali tekom 
mešanja lipidne faze z dodanim tripsinom.  
 
Pri rezultatu kapsulacijske učinkovitosti je potrebno izpostaviti, da se je določen del 
kapsuliranega encima verjetno imobiliziral na sami površini liposomov. Laloy in sod. 
(1998) so npr. pri kapsulaciji kimotripsina v proliposome dosegli 94 % učinkovitost 
imobilizacijskega postopka, pri čemer je 37 % imobiliziranega kimotripsina pristalo na 
zunanji površini nastalih liposomov, preostalih 63 % pa znotraj liposomov. Kolikšen deleţ 
tripsina se je imobiliziral na površini nastalih liposomov v našem postopku, nismo 
ugotavljali, če pa predpostavimo, da se je v našem primeru prav tako 37 % imobiliziranega 
tripsina imobiliziralo na površini liposomov, bi % tripsina v liposomih znašal 34 %. 
 
Po določanju kapsulacijske učinkovitosti smo vzorce liposomov izpostavili različnim 
temperaturam in pH vrednostim, s čimer smo nameravali odvrednotiti, ali kapsulacija v 
liposome poveča stabilnost tripsina na vplive pH in T. V ta namen smo po centrifugiranju 
vzorce liposomov resuspendirali v pufrih z izbranimi pH vrednostmi. Izbrali smo pufra s 
pH vrednostma 7,0 in 9,0 (50 mM HEPES pufer pH 7,0 in 50 mM glicin-NaOH pufer pH 
9,0). pH vrednosti 7,0 in 9,0  smo izbrali, saj smo pri spremljanju pH in T stabilnosti 
prostega tripsina pri teh dveh vrednostih zaznali največji padec aktivnosti v izbranem 
časovnem obdobju. Za temperature smo ponovno izbrali 4, 25 in 37 °C, prav tako kot pri 
spremljanju stabilnosti prostega tripsina. 
 
Poleg spremljanja encimske aktivnosti vzorcev prostega in kapsuliranega tripsina, smo 
spremljali tudi encimsko aktivnost supernatanta. Na ta način smo spremljali stabilnost 
samih liposomov skozi čas oz. določili puščanje le-teh. Rezultate encimskih testov smo 
predstavili v sledečih grafih, kjer vsak graf predstavlja kombinacijo T in pH, pri kateri smo 
spremljali stabilnost tripsina. 
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Najprej smo grafično predstavili rezultate encimskih testov vzorcev, ki smo jih inkubirali 
pri temp. 4 °C. Pri tej temperaturi smo pri spremljanju stabilnosti prostega tripsina opazili 
najmanjši padec aktivnosti, zaradi česar smo predpostavili, da bodo razlike v stabilnosti 
vzorcev prostega in kapsuliranega tripsina tukaj najmanjše. 
 
 
Slika 19: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 7,0 in temperaturi 4 °C.  
 
 
Slika 20: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 9,0 in temperaturi 4 °C. 
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Kot je mogoče razbrati iz zgornjih grafov, je zaradi razmeroma nizke kapsulacijske 
učinkovitosti kapsulacijskega postopka in relativno visoke stabilnosti prostega tripsina pri 
temp. 4 °C izraţena relativna aktivnost kapsuliranega tripsina znatno niţja kot aktivnost 
prostega tripsina. Kljub precej niţji začetni aktivnosti kapsuliranega tripsina pa je mogoče 
tako pri pH vrednosti 7,0 kot pH vrednosti 9,0 opaziti bistveno počasnejše upadanje 
aktivnosti kot pri prostem tripsinu. Po pribliţno 7 dneh inkubacije na temp. 4 °C tako pri 
pH 7,0 kot pH 9,0 se padanje aktivnosti kapsuliranega tripsina skorajda ustavi, medtem ko 
aktivnost vzorcev prostega tripsina pada razmeroma enakomerno, pribliţno 10 ± 0,7 % 
izhodiščne aktivnosti na 7 dni. Po 30 dneh inkubacije smo zaradi tega pri vzorcih 
kapsuliranega tripsina izmerili višjo encimsko aktivnost kot pri vzorcih prostega tripsina 
(28 ± 2 ter 28 ± 2 % pri pH 7,0 in 9,0 za kapsuliran tripsin ter 22 ± 2 in 24 ± 2 % pri pH 
7,0 in 9,0 za prost tripsin). 
 
Nato smo grafično predstavili aktivnosti vzorcev kapsuliranega in prostega tripsina, 
inkubiranih pri temp. 25 °C, kjer smo v predhodnih meritvah aktivnosti vzorcev prostega 
tripsina zaznali bistveno hitrejše upadanje encimske aktivnosti, kot tudi manjšo aktivnost 
ob koncu meritev. 
 
 
Slika 21: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 7,0 in temperaturi 25 °C.  
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Slika 22: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 9,0 in temperaturi 25 °C.  
 
Tudi pri vzorcih kapsuliranega tripsina, inkubiranih pri 25 °C je moč razbrati hitrejše 
padanje encimske aktivnosti v začetnih dneh inkubacije vzorcev, nato pa se padanje po 7 
dneh postopoma upočasni in po 10 dneh stabilizira ter se v obdobju naslednjih 20 dni 
skoraj ne spreminja. Padanje aktivnosti prostega tripsina je v primerjavi s padanjem 
aktivnosti kapsuliranega tripsina prve 3 dni inkubacije skoraj enako hitro, nato pa se 
postopoma upočasni, vendar ne tako zelo kot pri vzorcih kapsuliranega tripsina. Posledično 
je po 15 dneh inkubacije pri pH 7,0 in temperaturi 25 °C izmerjena aktivnost prostega 
tripsina niţja od aktivnosti kapsuliranega tripsina, pri pH 9,0 in enaki temperaturi pa je 
aktivnost vzorca prostega tripsina niţja od aktivnosti kapsuliranega tripsina ţe po 7 dneh. 
Po 30 dneh inkubacije pri pH 9,0 in temperaturi 25 °C kaţe ohrani vzorec le 3 ± 0,2 % 
začetne aktivnosti, medtem ko vzorec prostega tripsina pri pH 7,0 in enaki temp. obdrţi 10 
± 1 % začetne aktivnosti. Tako pri pH 7,0 kot pH 9,0 pa vzorec kapsuliranega tripsina po 
30 dneh inkubacije obdrţi 15 ± 1 % začetne aktivnosti vzorca prostega tripsina oziroma 
preračunano na izhodiščno aktivnost vzorcev kapsuliranega tripsina, pribl. 27 ± 2 % 
aktivnosti. 
 
Za vzorce prostega tripsina, inkubirane pri temperaturi 37 °C smo na podlagi prej dobljenih 
rezultatov vedeli, da encimska aktivnost le-teh upade najhitreje, in sicer za preko 50 % v 
24 urah. Zaradi tega smo si za izbrane pogoje obetali, da bomo s kapsulacijo v liposome 
dosegli bistveno povečano stabilnost tripsina in posledično čim manjši padec aktivnosti. 
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Slika 23: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 7,0 in temperaturi 37 °C.  
 
 
Slika 24: Rezultati testa encimske stabilnosti vzorcev tripsina skozi čas pri inkubaciji vzorcev pri pH 
vrednosti 9,0 in temperaturi 37 °C.  
 
Ponovno smo pri vzorcih prostega tripsina določili več kot 50 % padec encimske aktivnosti 
v prvih 24 urah inkubacije; v primeru vzorcev tripsina, inkubiranih pri pH vrednosti 9,0, je 
le-ta v danem času upadla za več kot 80 %. Če za primerjavo vzamemo aktivnosti vzorcev 
tripsina, kapsuliranih v liposome, lahko ugotovimo, da aktivnost teh v enakem obdobju 
upade za bistveno manjši odstotek; preračunano na izhodiščno aktivnost vzorcev 
kapsuliranega tripsina ta upade za pribliţno 18 % pri inkubaciji na pH 7,0 ter za pribliţno 
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38 % pri inkubaciji na pH 9,0. Zaradi intenzivnega padca aktivnosti vzorcev prostega 
tripsina in bistveno manjšega padca aktivnosti vzorcev tripsina, kapsuliranega v liposome, 
ţe po 24 urah inkubacije slednji obdrţijo višji % aktivnosti. Kljub temu pa v 48 urah 
aktivnost vzorcev kapsuliranega tripsina glede na začetno vrednost pade za več kot 50 % 
tako pri pH vrednosti 7,0 kot 9,0.  
 
Poleg določanja kapsulacijske učinkovitosti postopka kapsulacije tripsina v liposome in 
spremljanja stabilnosti le-tega v odvisnosti od pH in T smo spremljali tudi stabilnost samih 
liposomov tako, da smo določali encimsko aktivnost supernatnta. V ta namen smo po 
vsakem centrifugiranju liposomov odpipetirali supernatant ter ga nadomestili z enakim 
volumnom sveţega pufra z odgovarjajočo pH vrednostjo. Ob naslednjem centrifugiranju 
vzorcev smo odpipetirani supernatant shranili ter izmerili encimsko aktivnost in na podlagi 
dobljenih vrednosti ovrednotili puščanje liposomov. 
 
Kot smo ţe omenili, smo na dan kapsulacije določili kapsulacijsko učinkovitost postopka, 
hkrati pa z merjenjem encimske aktivnosti supernatanta ugotovili, da 46 ± 3 % tripsina 
ostane v supernatantu. V sledečih meritvah smo po enakem postopku ovrednotili puščanje 
liposomov. Tukaj pa se pojavi teţava, saj po kapsulaciji in centrifugiranju vzorcev le-teh 
zaradi časovno omejene razpoloţljivosti prostorov in aparatur nismo uspeli najprej sprati s 
pufrom ter nato ponovno nadomestiti odpipetiran supernatant in ga nadomestiti z enakim 
volumnom sveţega pufra z odgovarjajočo pH vrednostjo. Posledično smo zaradi tega po 
24 urah inkubacije določili višjo encimsko aktivnost v vzorcih supernatanta, kot bi jo 
pričakovali. K določeni aktivnosti tako posledično deleţ prispeva puščanje liposomov, kot 
tudi preostanek supernatanta, ki ga nismo uspeli odpipetirati iz mikrocentrifugirk z vzorci 
pripravljenih liposomov. Kolikšen deleţ prispeva posamezen razlog k izmerjeni encimski 
aktivnosti vzorcev supernatanta po 24 urah, ne moremo trditi z gotovostjo.  
 
Zaradi hitrega upada encimske aktivnosti pri vzorcih prostega in kapsuliranega tripsina, 
inkubiranih pri 25 in 37 °C rezultati meritev encimske aktivnosti supernatantov pri teh 
dveh temperaturah niso najbolj merodajne. Iz tega razloga smo se odločili, da puščanje 
liposomov vrednotimo predvsem iz podatkov o aktivnosti vzorcev supernatantov pri temp. 
4 °C. Po 24 urah inkubacije smo izmerili, da je v supernatantu prisotnega 42 ± 3 oz 41 ± 3 
% celotnega tripsina pri pH vrednosti 7,0 in 9,0. Ti rezultati zaradi razlogov, omenjenih v 
prejšnjem odstavku, niso najbolj reprezentativni, zato smo se osredotočili predvsem na 
rezultate, dobljene v sledečih meritvah. Po 48 inkubacije pri 4 °C smo v supernatantu s pH 
vrednostjo 7,0 določili, da je v supernatantu prisotnega 9 ± 0,6 % celotnega tripsina, v 
supernatantu s pH vrednostjo 9,0 pa 15 ± 1 % celotnega tripsina. Po 72 urah smo v 
posameznih vzorcih supernatanta izmerili le še pribl. 5 ± 0,4 % celotnega tripsina, 
uporabljenega v postopku kapsulacije, po 96 urah inkubacije pa 2 ± 0,3 % pri vzorcu 
supernatanta s pH vrednostjo 7,0 in 1 ± 0,1 % pri vzorcu s pH vrednostjo 9,0. Pri sledečih 
meritvah (po 7 dneh, 10 dneh, 15 dneh in 30 dneh inkubacije) je količina tripsina, ki smo jo 
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določili v supernatantu, minimalna, saj smo izmerili manj kot 1 % celotne encimske 
aktivnosti (razen po 7 dneh inkubacije pri pH 9,0, kjer je ta znašala 1,3 ± 0,1 % in 15 dneh 
inkubacije pri pH 7,0, kjer je znašala 1,1 ± 0,1 %). 
 
Pred začetkom meritev smo predpostavili, da bomo največji deleţ puščanja liposomov 
izmerili v začetnih obdobjih inkubacije le-teh, kasneje pa bo ta deleţ vse manjši. Dobljeni 
rezultati potrjujejo našo predpostavko, kljub temu pa je potrebno izpostaviti, da zaradi prej 
omenjenih omejitev rezultati niso popolnoma točni, kar velja predvsem za meritve 
puščanja po 24 urah, delno tudi po 48 urah inkubacije. Bistvena izboljšava postopka 
spremljanja puščanja liposomov bi bila dvojno spiranje in centrifugiranje liposomov, 
preden bi volumen supernatanta nadomestili s sveţim pufrom z odgovarjajočo pH 
vrednostjo, na podoben način, kot smo to izvedli pri kapsulaciji tripsina v alginatne 
mikrokapsule.  
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5 SKLEPI 
 
Glede na rezultate, dobljene z eksperimentalnim delom stabilizacije tripsina s kapsulacijo v 
alginat in liposome, smo prišli do sledečih zaključkov: 
 
 V prvi fazi eksperimentalnega dela smo si za cilj zastavili doseči kar najvišji % 
učinkovitosti pri kapsulaciji tripsina v alginat in liposome. Pri tem smo si zastavili cilj, 
da uspemo tripsin kapsulirati z vsaj 50 % učinkovitostjo. Rezultati azokazeinskih 
testov so pokazali, da pri kapsulaciji tripsina v alginat nismo uspeli doseči 
kapsulacijske učinkovitosti, višje od pribliţno 3 %. Kapsulacijski postopek smo 
poskušali izboljšati z optimizacijo izbranih parametrov kapsulacije, vendar so se 
doseţeni % kapsuliranega encima gibali v območju od 1 ± 0,1 do 3 ± 0,3 %, kar je 
bistveno prenizka učinkovitost za kakršnokoli aplikacijo, bodisi raziskovalno bodisi 
industrijsko. Rezultati fluorescenčne emisijske spektrometrije pri titraciji vzorca 
tripsina z alginatom sicer kaţejo na obstoj interakcije med tripsinom in alginatom, ki 
je posledica elektrostatskega privlaka med kationom tripsina in anionom alginata in 
tvorbo kompleksa, kar se odraţa v premiku valovne dolţine emisijskega maksimuma. 
Glede na rezultate sklepamo, da izbrani parametri ne igrajo tako pomembne vloge pri 
uspešnosti kapsulacijskega postopka kot tisti parametri, ki jih nismo spreminjali, 
poglavitno parametri na mikrokapsulatorju, kateri so ostali nespremenjeni med 
posameznimi poskusi kapsulacije, in seveda izbira druge vrste alginata, ki bi prav tako 
lahko odločilno vplivala na učinkovitost postopka. Pri kapsulaciji tripsina v liposome 
pa smo glede na rezultate encimskih testov uspeli doseči 54 ± 4 % učinkovitost 
kapsulacijskega postopka, torej smo dosegli zastavljeno učinkovitost kapsulacije. Pri 
tem je pomembno izpostaviti, da samega postopka kapsulacije tripsina v liposome 
nismo optimizirali, kar dopušča moţnost, da bi s spremembo parametrov 
kapsulacijskega postopka dosegli še višjo učinkovitost oziroma % kapsuliranega 
encima. Prav tako je najverjetneje določen del encima ostal imobiliziran na površini 
nastalih liposomov, zaradi česar je dejanska kapsulacijska učinkovitost nekoliko niţja. 
Prvo hipotezo smo torej delno potrdili, saj nam je uspelo v liposome kapsulirati več 
kot 50 % tripsina, pri kapsulaciji v alginat pa nam te učinkovitosti ni uspelo doseči. 
 
 V drugi fazi eksperimentalnega dela nas je zanimalo, ali kapsulacija tripsinu znatno 
podaljša obstojnost na vplive pH in temperature. Zaradi nizke učinkovitosti 
kapsulacijskega postopka pri kapsulaciji tripsina v alginat tega dela eksperimenta 
nismo izvedli, ker pa smo pri kapsulaciji tripsina v liposome dosegli ţelen % 
kapsuliranega encima, smo to hipotezo tudi preizkusili. Vzorce prostega in 
kapsuliranega tripsina smo izpostavili različnim kombinacijam pH in T ter spremljali 
padec aktivnosti posameznih vzorcev. Izbrali smo pH vrednosti 7,0 in 9,0, ki sta blizu 
optimalne pH vrednosti delovanja tripsina, in temperature 4, 25 in 37 °C. Iz 
eksperimentalnih podatkov smo ugotovili, da kapsulacija tripsina v liposome podaljša 
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obstojnost pri inkubaciji na 4 in 25 °C, tako pri pH vrednosti 7,0 kot tudi 9,0. Pri 
inkubaciji na 4 °C zaradi niţje izhodiščne aktivnosti vzorcev, ki so posledica izgub pri 
kapsulaciji, vzorci kapsuliranega tripsina izkazujejo niţjo aktivnost kot vzorci prostega 
tripsina do zadnje meritve (dan 30). Pri zadnji meritvi namreč vzorci kapsuliranega 
tripsina izkazujejo višjo aktivnost kot vzorci prostega tripsina. Enak preobrat smo 
zasledili tudi pri inkubaciji na pri 25 °C, le da se je zgodil bistveno hitreje, in sicer po 
15 dneh inkubacije pri pH vrednosti 7,0 in po 7 dneh inkubacije pri pH vrednosti 9,0. 
Pri temperaturi 37 °C so tako vzorci prostega kot kapsuliranega tripsina hitro izgubili 
večino aktivnosti, torej kapsulacija ni imela znatnega vpliva na obstojnost tripsina na 
povišano temperaturo. Na podlagi rezultatov lahko torej tudi to hipotezo le delno 
potrdimo. 
 
 Predpostavili smo tudi, da sam postopek kapsulacije ne bo bistveno zniţal encimske 
aktivnosti. To hipotezo je nekoliko teţje potrditi ali ovreči, predvsem iz naslova izgub, 
ki se pojavijo tekom kapsulacijskega postopka. Pri alginatu se situacija dodatno 
zaplete, saj je teţko z gotovostjo trditi, kolikšen % kapsulacijske mešanice se izgubi 
med samo pripravo mikrokapsul – izgube smo ovrednotili z upoštevanjem razlik v 
masi laboratorijske steklovine in plastične embalaţe (falkonke, urno steklo…) pred, 
med in po kapsulacijskem postopku. Ugotovili smo, da se med samo kapsulacijo 
izgubi med 10 in 15 % kapsulacijske mešanice, brez upoštevanja izgub materiala, ki 
ostane v sami šobi mikrokapsulatorja. Kljub temu smo pri vzorcih strjevalnega pufra 
izmerili višjo aktivnost, kot smo jo pričakovali. K temu poglavitno pripomore 
povišana koncentracija Ca2+ ionov, ki deluje kot aktivator tripsina. Zaradi tega samega 
vpliva kapsulacijskega postopka na izgubo aktivnosti tripsina pri kapsulaciji v alginat 
ne moremo nedvoumno ovrednotiti. Če pri kapsulaciji v liposome upoštevamo tudi 
aktivnost, izmerjeno pri vzorcih prostega tripsina, bistvene razlike oz. padca v 
aktivnosti nismo zaznali, kljub segrevanju na povišani temperaturi pri sami pripravi 
kapsulacijske mešanice. K temu je v veliki meri pripomogla izbira optimalnega pufra, 
saj smo izbrali takega, pri katerem je temperatura polovice prehoda kar najvišja. 
Ponovno lahko na podlagi rezultatov hipotezo potrdimo le za kapsulacijo tripsina v 
liposome, ne pa tudi v alginat. 
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6 POVZETEK 
 
Encimi so zaradi svojih sposobnosti katalize kemijskih in biokemijskih reakcij prisotni v 
vseh organizmih. Zaradi svojih izjemnih lastnosti pa so prav tako vse bolj uporabljeni kot 
zelena alternativa klasični kemijski sintezi, v mnogih primerih pa predstavljajo edini način 
za proizvodnjo določene spojine oz. izdelka. Uporabljajo se bodisi neposredno kot encimi 
ali pa posredno kot celice, ki vsebujejo oz. proizvajajo encime, ki vršijo kemijske 
pretvorbe substrata v ţeleni produkt. Proizvodnja le-teh je razmeroma enostavna, hkrati pa 
visoka selektivnost in specifičnost, povezana z milimi pogoji, pod katerimi katalizirajo 
reakcije, omogočajo proizvodnjo bistveno bolj kvalitetnih produktov ob bistveno manjši 
porabi vode, energije in surovin. Postajajo vse bolj nepogrešljiv element številnih industrij, 
tako v ţivilski kot kemijski industriji, poleg tega pa se uporabljajo pri proizvodnji biogoriv, 
razgradnji odpadkov, čiščenju odpadnih voda, kot biosenzorji in tudi v proizvodnji 
zdravilnih učinkovin, pogosto pa sami predstavljajo zdravilno učinkovino. 
 
Številnim prednostim navkljub pa zaradi občutljivosti na neustrezne okoljske pogoje (pH, 
T), izgube aktivnosti skozi čas, izgube aktivnosti ob shranjevanju in zahtevni ločbi iz 
reakcijskih mešanic ter ponovni uporabi lahko njihova uporaba postane ekonomsko 
nesprejemljiva, saj lahko bistveno podraţi proizvodni proces. Z različnimi 
imobilizacijskimi tehnikami je encimom moč povečati stabilnost na spremembe pH in T, 
podaljšati je mogoče stabilnost pri shranjevanju, hkrati pa je mogoče imobilizirane encime 
laţje ponovno uporabiti v proizvodnem postopku. 
 
V raziskovalnem delu smo se osredotočili na moţnosti stabilizacije proteolitičnih encimov 
z uporabo različnih nosilnih sistemov. V ta namen smo izbrali modelno proteazo tripsin, 
enega najbolje preučevanih encimov nasploh, za imobilizacijo pa izbrali dva nosilna 
materiala, in sicer alginat in liposome. Osredotočili smo se na eno izmed treh oblik 
imobilizacije encimov, in sicer kapsulacijo oz. ujetje encima v polimerni matriks v primeru 
alginata ter v lipidne vezikle v primeru liposomov. Kapsulacijsko učinkovitost posamezne 
metode in stabilnost encima skozi čas v odvisnosti od pH in temperature smo določili z 
azokazeinskim testom, kateri ob hidrolizi tvori barvni produkt. Preko 
spektrofotometričnega merjenja absorbanc vzorcev smo določili aktivnost vzorcev 
kapsuliranega in prostega tripsina ter izračunali učinkovitost kapsulacije ter ovrednotili 
razlike v stabilnosti kapsuliranega encima v primerjavi s prostim encimom. 
 
V prvi fazi eksperimentalnega dela smo z uporabo mikrokapsulatorja Büchi B-395 Pro 
tripsin kapsulirali v alginatne mikrokapsule. Da bi našli kar najbolj primerne pogoje 
kapsulacije za doseg čim višje učinkovitosti kapsulacijskega postopka, smo spreminjali 
sledeče parametre: koncentracija tripsina v kapsulacijski mešanici (1 in 10 mg/mL), pH 
strjevalnega pufra (5,5 in 7,0), koncentracijo Ca
2+
 ionov v strjevalnem pufru (100 mM in 
150 mM) in čas strjevanja mikrokapsul (30, 60 in 120 min). S spreminjanjem izbranih 
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parametrov smo dosegli učinkovitost kapsulacijskega postopka med 1 ± 0,1 in 3 ± 0,3 %, 
kar je bistveno prenizko z vidika uporabe v raziskovalne ali industrijske namene. Zaradi 
izrazito nizke doseţene učinkovitosti kapsulacije testa stabilnosti tripsina na pH in T, 
kapsuliranega v alginatne mikrokapsule nismo izvedli. Mogoče je sklepati, da bi s 
spreminjanjem parametrov na mikrokapsulatorju in izbiro drugačnega alginata z 
drugačnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi, kot je viskoznost, dosegli višje % 
učinkovitosti kapsulacije. 
 
V drugi fazi eksperimentalnega dela smo z metodo priprave proliposomov kapsulirali 
tripsin v liposome. Pri tem smo eksperiment izvedli le z eno kombinacijo parametrov, ki pa 
se je izkazala za bistveno uspešnejšo kot kapsulacija v alginat, saj smo dosegli 54 % 
učinkovitost kapsulacije. V sledeči fazi smo s spremljanjem aktivnosti vzorcev 
kapsuliranega in prostega tripsina spremljali učinek kapsulacije na stabilnost tripsina na 
različne kombinacije pH in T v različnih časovnih obdobjih. Izbrali smo pH vrednosti 7,0 
in 9,0 ter temperatur 4, 25 in 37 °C. Kljub izgubam zaradi postopka kapsulacije smo 
ugotovili povečanje stabilnosti tripsina pri temperaturi 4 °C tako pri pH vrednosti 7,0 kot 
9,0. Po 30 dneh inkubacije smo v vzorcih kapsuliranega tripsina določili višjo aktivnost kot 
pri vzorcih prostega tripsina. Prav tako smo zaznali višjo stabilnost pri temp. 25 °C, saj 
smo kljub začetnim izgubam po 15 dneh inkubacije pri pH 7,0 in 7 dneh inkuabcije pri pH 
vrednosti 9,0 zaznali višjo aktivnost pri vzorcih kapsuliranega tripsina kot pri vzorcih 
prostega tripsina. Pri temp. 37 °C znatnega povečanja aktivnosti nismo zaznali, saj so tako 
vzorci prostega kot kapsuliranega tripsina izgubili večinski del aktivnosti (preko 90 %) v 
prvih 72 urah inkubacije. Ovrednotili smo puščanje pripravljenih mikrokapsul ter 
ugotovili, da je deleţ puščanja liposomov največji v začetnih dneh inkubacije, po 7 dneh 
spremljanja pa le še okoli 1 ± 0,1 % ob posamezni meritvi. Podatki o puščanju liposomov 
zaradi nepopolno izvedenega spiranja le-teh niso najbolj reprezentativni, saj bi v 
nasprotnem primeru določili niţji % puščanja liposomov. 
 
Vpliva kaspulacijskega postopka na aktivnost tripsina pri kapsulaciji v alginat nismo mogli 
nedvoumno ovrednotiti, saj je zaradi povišane koncentracije Ca2+ ionov v strjevalnem 
pufru bila izmerjena aktivnost vzorcev tripsina kljub izgubam tekom postopka kapsulacije 
višja od pričakovane. Za razliko pa pri vzorcih tripsina, kapsuliranega v liposome, znatne 
spremembe v aktivnosti tripsina nismo opazili. 
 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, ali lahko s preprostimi metodami imobilizacije 
proteazi tripsinu znatno povečamo stabilnost na vplive pH in T ter doseţemo dovolj visok 
% učinkovitosti kapsulacije, da bi le-ta predstavljala smiselno metodo za podaljšanje 
obstojnosti tripsina. Pri izbranih pogojih nam v alginat ni uspelo kapsulirati dovolj tripsina, 
da bi bilo smiselno nadaljevati s spremljanjem stabilnosti tripsina skozi čas. Pri kaspulaciji 
v liposome pa smo dobili bistveno višji % kapsuliranega tripsina ter primerjali stabilnost 
kapsuliranega in prostega tripsina skozi čas pri različnih kombinacijah pH in T. Na podlagi 
51 
Banfi M. Stabilizacija proteolitičnih encimov z različnimi nosilnimi sistemi.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
dobljenih podatkov smo ugotovili, da pri inkubaciji na 4 in 25 °C tripsin dlje ohrani 
aktivnost, ko je kapsuliran v liposome kot v prosti obliki, pri 37 °C pa bistvene razlike v 
stabilnosti nismo zaznali. Kapsulacija v liposome je na podlagi dobljenih rezultatov 
primernejša za podaljšanje obstojnosti tripsina, za obe metodi kapsuliranja pa je mogoče 
sklepati, da bi s spremembo parametrov bilo mogoče doseči še višji % učinkovitosti 
kapsulacijskih postopkov in morda doseči še večjo stabilnost tripsina na vplive pH in T 
skozi čas. 
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